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1.1 Intrazellulärer Transport von Membranproteinen 
Eukaryotische Zellen enthalten verschiedene Arten membranumschlossener 
Kompartimente mit spezialisierten Funktionen. Im rauen ER werden Proteine 
produziert, die für das ER, andere Organellen, die Plasmamembran oder den 
Extrazellulärraum bestimmt sind. Die Erkennung von Signalpeptiden zur ER-
Translokation erfolgt kotranslational, das heißt die Ribosomen binden während der 
Translation ans raue ER und das Protein wird ins ER-Lumen hineinsynthetisiert. 
Bereits während der Faltung durch Chaperone des ER (z.B. Calnexin) werden 
Proteine, die entsprechende Signalsequenzen tragen, N-glykosyliert. Im Golgi kommt 
es zur weiteren Modifikation und Prozessierung der Glykoproteine, bevor sie vom 
Trans-Golgi-Netzwerk aus zur Plasmamembran oder anderen Organellen sortiert 
werden (Tannous et al. 2014). 
Das endosomale System ist ein Netzwerkt miteinander fusionierender Vesikel und 
dient dem Transport von und zur Plasmamembran und dem Abbau von Proteinen und 
Lipiden. Frühes Endosom und Recycling-Endosom sind an Endozytose und 
Exozytose beteiligt und stehen im Austausch mit dem Trans-Golgi-Netzwerk 
(Miaczynska et al. 2004; Lakadamyali et al. 2006). Dabei bilden frühe Endosomen 
nicht nur passive Auffangstationen für Rezeptoren nach der Endozytose, sondern 
können auch von der Plasmamembran kommende Signale amplifizieren oder 
terminieren (Miaczynska et al. 2004).  
Im Laufe der endosomalen Reifung werden frühendosomale gegen endosomale 
Marker ausgetauscht und für den Abbau bestimmte Proteine werden durch ESCRT 
("endosomal sorting complexes required for transport") Proteine gebunden und in 
intraluminale Vesikel sortiert. Die Abschnürung erfolgt nicht durch die Bildung eines 
Proteinkäfigs an der Außenseite des Vesikels, sondern wird durch die Anlagerung der 
ESCRT Komplexe am Vesikelhals bewirkt. Es kommt zur Bildung multivesikulärer 
Endosomen, welche nicht mehr am Transport zur Plasmamembran beteiligt sind. V-
Typ ATPasen, die als Protonenpumpen wirken, führen zu einer Absenkung des 
luminalen pH-Werts (Forgac 2007). Es entstehen Lysosom, die einen niedrigen 





Lysosom werden Makromoleküle, endosomale Proteine und Lipide abgebaut (Huotari 
und Helenius 2011). Die Degradation von Mitochondrien, Zellorganellen und 
Proteinaggregaten wird durch Autophagosomen vermittelt, die die abzubauenden 
Kompartimente mit einer Doppelmembran umschließen und dann mit Endosomen 
oder Lysosomen fusionieren (Lamb et al. 2013). 
 
Sowohl der Transport zwischen ER und Golgi-Apparat, als auch der von, zu und 
zwischen endosomalen und lysosomalen Kompartimenten erfolgt mit Hilfe von 
Transportvesikeln. Die Spezifität dieses Transports wird durch die beteiligten Rab und 
SNARE Proteine gewährleistet. Rab Proteine sind GTPasen, das heißt ihre Funktion 
ist von der Bindung von GTP und der Aktivierung durch GTP-Austauschfaktoren 
abhängig. Die einzelnen Mitglieder der Rab Proteinfamilie sind an  verschiedenen 
Kompartimenten und Transportwegen zu finden, beispielsweise ist Rab5 am frühen 
und Rab7 am späten Endosom lokalisiert (Chavrier et al. 1990). Rab-GTPasen 
aktivieren eine Reihe von Effektoren (z.B. Tether), die schließlich zur Aktivierung von 
SNAREs führen (Barr und Lambright 2010). Die SNARE-Komplexe sind für das 
Andocken der Vesikel an die Zielmembran und die Vesikelfusion verantwortlich 
(Weber et al. 1998). 
Das v-SNARE auf der vesikulären Membran und die t-SNAREs bilden ein Bündel von 
vier parallel angeordneten α-Helices, wodurch die Membranen in unmittelbare Nähe 
geraten und miteinander verschmelzen. Sowohl die Bildung des 4-Helix-Bündels als 
auch das Lösen des SNARE-Komplexes durch NSF ("ATPase N-Ethylmaleimid 
sensitives Fusionsprotein") sind ATP abhängig und wird durch eine Vielzahl von 
Faktoren reguliert. Die beschränkten Kombinationsmöglichkeiten von v- und t-
SNAREs und die regulierenden Faktoren tragen zur Spezifität der Vesikelfusion bei 
(Hong und Lev 2014). 
1.1.1 Regulation der Fusion des frühen Endosoms 
Rab5 ist ein Schlüsselprotein für die Regulation der homotypischen Fusion früher 
Endosomen oder der Fusion früher Endosomen mit Phagosomen oder mit von der 
Zellmembran stammenden Clathrin beschichteten Vesikeln (Gorvel et al. 1991; 
Duclos et al. 2000; Rubino et al. 2000; Zeigerer et al. 2012). Sowohl die Bindung von 
Rab5 an die frühendosomale Membran, als auch die Aktivität von Rab5 sind GTP 
abhängig. Der GDP / GTP Austausch erfolgt durch Rabex-5 und wird durch Rabaptin-
5 gesteigert (Ullrich et al. 1994; Stenmark et al. 1995; Horiuchi et al. 1997; Sato et al. 
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2005). Rabex-5 und Rabaptin-5 bilden einen Komplex, welcher durch aktiviertes Rab5 
über Rabaptin-5 zur frühendosomalen Membran rekrutiert werden kann. Dadurch 
entsteht ein positiver Feedback-Loop, der für die homotypische Fusion früher 
Endosomen nötig ist (Horiuchi et al. 1997; Lippé et al. 2001). 
Neben aktivem Rab5, sind das Lipid Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI3P) und der 
Rab5 Effektor EEA1 ("Early Endosomal Antigen 1") entscheidend für die Einleitung 
der Vesikelfusion (Ohya et al. 2009). EEA1 ist ein dimeres Doppelwendel-Protein mit 
N-terminal gelegener Rab5 Bindedomäne und C-terminal gelegener FYVE-Domäne 
(Simonsen et al. 1998; Mishra et al. 2010). Die FYVE-Domäne (Fab1p, YOTB, Vac1p 
und EEA1; benannt nach den ersten vier Proteinen, in denen sie entdeckt wurde) 
bindet PI3P (Stenmark et al. 1996; Gillooly et al. 2001). Durch die Bindung von Rab5 
und PI3P auf benachbarten endosomalen Vesikeln kann EEA1 als Tether wirken und 
die Annäherung beider Membranen vermitteln (Rubino et al. 2000; Dumas et al. 
2001). Außerdem fördert Rab5 die Rekrutierung der PI3-Kinase Vps34, welche PI3P 
an der frühendosomalen Membran bildet (Schu et al. 1993; Christoforidis et al. 1999; 
Murray et al. 2002; Shin et al. 2005). 
 
 
Abb. 1: Regulation der Fusion am frühen Endosom: GTP bindendes Rab5 (grün) rekrutiert 
Rab5-Effektoren wie EEA1 (türkis) und den Rabenosyn-5 / Vps45 Komplex 
(dunkelblau / orange). Diese binden sowohl Rab5, als auch das Lipid Phosphatidylinositol-3-
Phosphat an der frühendosomalen Membran und wirken dadurch als Tether. 
Phosphatidylinositol-3-Phosphat (pink) wird beispielsweise durch die PI3-Kinase Vps34 
(violett) gebildet. Vps45 interagiert direkt mit SNARE-Proteinen. Der SNARE-Komplex setzt 
sich aus t-SNARE (rot) auf der Zielmembran und v-SNARE (blau) auf der Vesikelmembran 
zusammen, die miteinander interagieren. Durch die Bildung eines α-Helix-Bündels, werden die 






Der Tether Rabenosyn-5 besitzt wie EEA1 eine Rab5-Bindedomäne und eine 
FYVE-Domäne und bildet einen stabilen Komplex mit dem SM ("Sec1/Munc18") 
Protein Vps45 (Nielsen et al. 2000; Eathiraj et al. 2005; Rahajeng et al. 2010). Dieses 
interagiert direkt mit SNAREs (Carpp et al. 2006; Shen et al. 2007; siehe auch 
Abb. 1). Der Rabenosyn-5 / Vps45 Komplex spielt eine Rolle bei der homotypischen 
Fusion von frühen Endosomen und der Fusion von frühen Endosomen mit 
Transportvesikeln (Nielsen et al. 2000; Gengyo-Ando et al. 2007; Rahajeng et al. 
2010; Navaroli et al. 2012). Dabei sind die Funktionen von Rabenosyn-5 und EEA1 
nicht vollständig redundant (Nielsen et al. 2000).  
1.1.2 multivesikuläre Endosomen 
Während der endosomalen Reifung entstehen durch die Abschnürung intraluminaler 
Vesikel multivesikuläre Bodys ("mulitvesicular body", MVB). Diese können mit 
Lysosomen verschmelzen, sodass es zum lysosomalen Abbau der intraluminalen 
Vesikel ("intraluminal vesicle", ILV) kommt. Durch die Fusion von MBVs mit der 
Plasmamembran können ILVs als Exosomen freigesetzt werden, oder ihr Inhalt kann 
durch Rückfusion mit der limitierenden Membran der MVBs wieder dem endosomalen 
System zur Verfügung gestellt werden (Henne et al. 2011). 
Die ESCRT ("endosomal sorting complexes required for transport") Maschinerie bildet 
den am besten erforschten Mechanismus zur Sortierung in intraluminale Vesikel und 
besteht aus den fünf Komplexen ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III und 
Vps4, die enger miteinander interagieren (Katzmann et al. 2003; Teo et al. 2006; Gill 
et al. 2007; Shields et al. 2009). 
Hrs ist eine Untereinheit des ESCRT-0 Komplexes und spielt eine wichtige Rolle für 
die Rekrutierung der ESCRT Maschinerie. Es bindet die endosomale Membran über 
eine FYVE-Domäne und interagiert mittels Ubiquitin-Bindedomänen mit 
monoubiquitinylierten Proteinen und ESCRT-I (Raiborg et al. 2001; Shih et al. 2002; 
Katzmann et al. 2003; Bache et al. 2003). Auch die Untereinheiten von ESCRT-I und 
II, beispielsweise die ESCRT-I Untereinheit Tsg101, besitzen Ubiquitin-
Bindedomänen, die der Erkennung und Sortierung monoubiquitinylierter Proteine 
dienen (Katzmann et al. 2001; Sundquist et al. 2004; Alam et al. 2006). ESCRT-I und 
II bewirken eine Krümmung der Membranbereiche, zu denen die ubiquitinylierten 
Proteine rekrutiert werden (Wollert und Hurley 2010). 
Abschnürung der intraluminalen Vesikel erfolgt durch die spiralförmige 
Oligomerisierund von Snf7 am "Vesikelhals", durch die es zu einer trichterförmigen 
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Einstülpung der Membran kommt. Snf7 ist der Hauptbestandteil des ESCRT-III 
Komplexes, die weiteren Untereinheiten regulieren die Oligomerisierung von Snf7 und 
beeinflussen die Krümmung der Spirale (Teis et al. 2008; Henne et al. 2012; 
Buchkovich et al. 2013). Die AAA–ATPase Vps4 ist für den Abbau des ESCRT-III 
Komplexes in seine Untereinheiten verantwortlich und führt zur endgültigen 
Abschnürung des intraluminalen Vesikels (Babst et al. 1998; Shim et al. 2008; Lata et 
al. 2008; Adell et al. 2014). 
Ein wichtiger Faktor für die Bildung von ILVs ist die Entstehung von "Lipidflößen" 
welche reich an Cholesterol, Ceramiden und den Phospholipiden 
Lysobisphosphatidsäure (LBPA) / Bis(monoacylglycero)phosphat sind (Kobayashi et 
al. 1998; Kobayashi et al. 2002; Möbius et al. 2003). Die Bildung intraluminaler 
Vesikel kann ESCRT unabhängig durch die Zusammensetzung dieser "Lipidflöße" 
(Matsuo et al. 2004; Trajkovic et al. 2008) oder durch die Bildung Tetraspanin-reicher 
Mikrodomänen erfolgen (van Niel et al. 2011; Perez-Hernandez et al. 2013). ILVs 
unterschiedlicher Biogenese und verschiedener Zusammensetzung existieren dabei 
innerhalb desselben multivesikulären Bodys (Edgar et al. 2014). 
1.1.3 Exosomen 
Multivesikuläre Bodys können mit der Plasmamembran verschmelzen und 
Intraluminale Vesikel als Exosomen in den Extrazellulärraum abgeben (Harding et al. 
1983; Pan et al. 1985; Johnstone et al. 1987). Exosomen lassen sich aufgrund ihrer 
Größe (40 - 100 nm) und Biogenese von Mikrovesikeln (50 nm - 1 μm) und 
apoptotoschen Bodys unterscheiden. Sie werden über Blut und andere 
Körperflüssigkeiten transportiert und können eine Vielzahl von Prozessen 
beeinflussen, beispielsweise die Immunantwort, die Tumorentwicklung oder virale 
Infektionen (Bobrie et al. 2011). Neben Proteinen des endosomalen Weges (z.B. 
CD63 oder Komponenten der ESCRT-Maschinerie) enthalten sie auch eine Reihe von 
Transport- und Signalproteinen (beispielsweise MHC I und MHC II) und RNAs (Théry 
et al. 2001; Wubbolts et al. 2003; Valadi et al. 2007; Pegtel et al. 2010). 
Die Exosomen Antigen präsentierender Zellen enthalten Peptid beladenes MHC II 
(pMHC II) und können T-Zellen Antigen-spezifisch aktivieren (Raposo et al. 1996; 
Muntasell et al. 2007; Nolte-'t Hoen et al. 2009) oder die Aktivierung von T-Zellen 
durch dendritische Zellen steigern (Théry et al. 2002; Segura et al. 2007; Muntasell et 





auf CD4+ T-Zellen haben oder Toleranz induzieren (Östman et al. 2005; Almqvist et 
al. 2008; Bakela et al. 2015). 
Auch für virale Infektionen (z.B. HIV, HSV, EBV) spielen Exosomen eine wichtige 
Rolle (Pegtel et al. 2010; Lenassi et al. 2010). HSV-1 Viren benötigen für ihre korrekte 
Behüllung und Freisetzung Komponenten der ESCRT-Maschinerie und des 
Exosomensektretionsweges (Calistri et al. 2007; Pawliczek und Crump 2009; Bello-
Morales et al. 2012). Die Tatsache, dass Exosomen und Viruspartikel die gleiche 
Größe haben und einige Viren die Exosomenbiogenesewege der Zelle verwenden, 
führte zur "trojanischen Exosomen-Hypothese" als möglicher viraler 
Evasionsstrategie. Diese besagt, dass Viren durch die Verwendung der zellulären 
Exosomenbiogenesewege zelluläre Exosomenmarker tragen, während Exosomen 
virale Proteine enthalten, sodass die Erkennung der Viruspartikel durch das 
Immunsystem erschwert wird (Gould et al. 2003). Zusätzlich zu infektiösen 
Viruspartikeln werden während einer HSV-Infektion große Mengen nicht-infektiöser, 
sogenannter L-Partikel ("light particles") freigesetzt, die Tegument und Glykoproteine 
enthalten, jedoch kein virales Kapsid (Loret et al. 2008). Diese können beispielsweise 
von nicht infizierten Zellen aufgenommen werden und durch die Verbreitung viraler 
Proteine und RNAs die Infektion nicht infizierter Zellen erleichtern (McLauchlan et al. 
1992; Dargan und Subak-Sharpe 1997). 
1.2 Der Hauphistokompatibilitätskomplex 
Der T-Zellrezeptor erkennt Peptide, die durch Proteine des Haupthisto-
kompatibilitätskomplexes ("Major Histocompatibility Complex", MHC) auf der 
Zelloberfläche präsentiert werden. Der Haupthistokompatibilitätskomplex liegt auf dem 
kurzen Arm von Chromosom 6 und codiert für viele Proteine deren Funktionen mit 
dem Immunsystem assoziiert sind. Das HLA Klasse I ("human leucocyte antigen") 
Gencluster codiert für die Gene HLA-A, HLA-B und HLA-C und das HLA Klasse II 
Cluster für die Gene HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR, die hoch polymorph sind 
(Ausnahme ist HLA-DRα). Zusätzlich dazu enthält der HLA Klasse II Cluster die 
beiden, nicht polymorphen Gene HLA-DM und HLA-DO, welche für Proteine codieren, 
die die Peptidbeladung von HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ beeinflussen (The MHC 
sequencing consortium 1999). 
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1.2.1 Aufbau des MHC Klasse II / Invariante Kette Oligomers 
MHC Klasse II Proteine werden in Antigen präsentierenden Zellen ("antigen 
presenting cell", APC) wie beispielsweise dendritischen Zellen, B-Zellen oder 
Makrophagen exprimiert. Darüber hinaus ist die Expression in einer Reihe von 
Geweben durch INFγ induzierbar (Pober et al. 1983; Boehm et al. 1997). MHC Klasse 
II Proteine sind Heterodimere, die sich aus einer α-Kette (35 kDa) und einer β-Kette 
(28 kDa) zusammensetzen (Kaufman et al. 1984). Beide Ketten sind Typ I 
Membranproteine mit zwei extrazellulären Domänen (α1 und α2 bzw. β1 und β2) und 
einem kurzen zytoplasmatischen Rest. Die ersten extrazellulären Domänen beider 
Ketten (α1 und β1) bilden die Peptidbindungsgrube, die aus zwei α-Helices und acht 
β-Faltblättern besteht (Brown et al. 1993; Ghosh et al. 1995). Sie enthält Taschen in 
denen Aminosäureseitenketten des in der Grube verankerten Peptids binden können 
und ist an den Enden offen, was die Bindung von Peptiden unterschiedlicher Länge 
ermöglicht (Rudensky et al. 1991; Hunt et al. 1992; Chicz et al. 1992). 
Bei der Synthese im endoplasmatischen Retikulum assoziieren MHC II α- und β- 
Dimere mit trimerisierter Invarianter Kette zu einem stabilen Oligomer (Roche et al. 
1991; Anderson und Miller 1992; Bijlmakers et al. 1994a; Koch et al. 2011). Ii ist ein 
trimeres, nicht polymorphes Typ II Membranprotein, welches in vier Isoformen 
vorkommt (Singer et al. 1984; Strubin et al. 1986; Marks et al. 1990). Der luminale Teil 
von Ii untergliedert sich in eine C-terminal gelegene Trimerisierungsdomäne und eine 
membran-nahe Domäne deren CLIP-Sequenzbereich ("Class II-Associated Invariant 
Chain Peptid"), sich in die Peptidbindungsgrube von MHC II lagert (Claesson et al. 
1983; Riberdy et al. 1992; Freisewinkel et al. 1993; Bijlmakers et al. 1994b). 
Zusätzliche Interaktionen mit MHC II finden über die Prolin-reiche Sequenz, der 
membran-nahen Domäne und über die Transmembrandomäne statt (Stumptner und 
Bénaroch 1997; Castellino et al. 2001; Neumann und Koch 2006). Der kurze 
zytoplasmatische Teil von Ii trägt zwei endosomale Sortierungssignale, die Isoformen 
und p33 und p43 besitzen zusätzlich ein ER-Retentionssignal (Strubin et al. 1986; 
Lotteau et al. 1990; Bakke und Dobberstein 1990). Die Invariante Kette wirkt als 
Chaperone für MHC II (Roche und Cresswell 1990; Roche et al. 1991; Riberdy et al. 
1992) und vermittelt den Transport des Komplexes. Neben Ii scheinen auch ER-
Chaperone wie Calnexin und BIP eine Rolle bei der Faltung und Zusammensetzung 







1.2.2 MHC Klasse II Prozessierung 
Der Transport des MHC II / Ii - Komplexes vom Trans-Golgi-Netzwerk über das frühe 
Endosom zum spezialisierten MHC Klasse II Kompartiment ("MHC class II 
compartment"; MIIC) wird durch endosomale Sortierungssignale im 
zytoplasmatischen Teil der Invarianten Kette reguliert und erfolgt entweder direkt oder 
indirekt über die Plasmamembran (Bakke und Dobberstein 1990; Arneson und Miller 
1995; Warmerdam et al. 1996; Brachet et al. 1999). Die Clathrin und AP-2 abhängige 
Endozytose des MHC II / Ii - Komplexes von der Zelloberfläche wird durch Di-Leucin 
Motive der Invarianten Kette vermittelt, ist aber nicht zwingend erforderlich damit es 
zum Transport ins MIIC kommt (Rodionov und Bakke 1998; Liu et al. 1998; 
McCormick et al. 2005). 
Das MIIC ist ein prälysosomales Kompartiment in dem Proteine des MHC II 
Prozessierungsweges akkumulieren (Sanderson et al. 1994; Pierre et al. 1996; Stang 
et al. 1998). In diesem spätendosomalen Kompartiment kommt es zum Abbau der 
Invarianten Kette durch Cathepsin S und Cathepsin L, bis nur noch das CLIP-
Fragment an die Peptidbindegrube von MHC II gebunden ist. (Castellino und Germain 
1995; Riese et al. 1996; Nakagawa et al. 1998). 
Das nicht polymorphe HLA-DM ist essentiell für die Peptidbeladung von MHC II (Kelly 
et al. 1991; Morris et al. 1994; Fling et al. 1994; Denzin et al. 1994). HLA-DM 
katalysiert sowohl die Freisetzung des CLIP Fragments (Sanderson et al. 1994; 
Sherman et al. 1995; Denzin und Cresswell 1995), als auch die Bindung höher affiner 
Peptide (Sloan et al. 1995; Weber et al. 1996; Kropshofer et al. 1996). DM interagiert 
mit MHC II und führt zu Konformationsänderungen in der Peptidbindungsgrube von 
MHC II, die zur Dissoziation des Peptids führen (Pashine et al. 2003; Ferrante et al. 
2008; Anders et al. 2011; Pos et al. 2012). Außerdem wirkt DM als Chaperon für die 
nicht-beladene Zwischenform von MHC II (Denzin et al. 1996; Kropshofer et al. 1997). 
Ein negativer Regulator des MHC Klasse II Prozessierungsweges ist das MHC II 
Strukturanaloga HLA-DO. Es bindet bereits im ER nahezu irreversibel an HLA-DM, 
wobei es die Bindung an MHC II imitiert und verhindert so die Interaktion von HLA-DM 
mit MHC II (Liljedahl et al. 1996; Denzin et al. 1997; Guce et al. 2013). In aktivierten 
APCs wird die Expression von HLA-DO stark herunterreguliert, sodass HLA-DM die 
Bindung von hoch-affinen Peptiden an MHC II vermitteln kann (Karlsson et al. 1991; 
Glazier et al. 2002; Hornell et al. 2006). 
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1.2.3 Transport Peptid beladener MHC II-Moleküle 
Die Regulation der Oberflächenexpression von Peptid beladenem MHC II erfolgt 
unabhängig von Ii und verändert sich während der DC Reifung gravierend 
(Villadangos et al. 2001). In unreifen dendritischen Zellen ("dendritic cell", DC) werden 
die zytoplasmatischen Reste von peptidbeladenem MHC II durch die E3 Ligasen 
MARCH 1 und MARCH 8 ubiquitinyliert, wobei die β-Kette das dominantere Substrat 
ist (Shin et al. 2006; Lapaque et al. 2009). Nach Clatrin unabhängiger Endozytose 
erfolgt die Ubiquitinylierung von pMHC II durch MARCH I im frühen Endosom (Furuta 
et al. 2013). Die Ubiquitinylierung an Lysin 225 der β-Kette führt zur Sortierung von 
pMHCII in die Intraluminalen Vesikel multivesikulärer Bodys und zur lysosomalen 
Degradation (van Niel et al. 2006; Buschow et al. 2009; Walseng et al. 2010). 
Der Mechanismus mit dem MHC II in intraluminale Vesikel transportiert wird, wird 
diskutiert. Es gibt sowohl Hinweise auf eine Beteiligung der ESCRT-Maschinerie (van 
Niel et al. 2008; Colombo et al. 2013), als auch auf die Beteiligung des Tetraspanins 
CD63 (Petersen et al. 2011). Multivesikuläre Bodys, die dem Abbau von MHC II und 
solche, die der Freisetzung von MHC II via Exosomen dienen, besitzen 
unterschiedliche Marker (Buschow et al. 2009; van den Hoorn et al. 2012). 
Die Peptidbeladung von MHC II durch HLA-DM findet auf der limitierenden Membran 
multivesikulärer Bodys statt (Kleijmeer et al. 2001; ten Broeke et al. 2011; Bosch et al. 
2013). Während sich in unreifen DCs der Hauptteil der MHC II Moleküle in 
endosomalen Kompartimenten befindet, steigt während der Reifung die 
Peptidbeladung und Oberflächenexpression von MHC II an (Pierre et al. 1997; Barois 
et al. 2002). Aus den sphärischen oder länglichen MIIC-Kompartimenten bilden sich 
riesige tubuläre MIIC-Netzwerke und Peptid beladene MHC II Moleküle werden durch 
MHC II Vesikel auf die Zelloberfläche transportiert (Kleijmeer et al. 2001; Barois et al. 
2002; van Nispen tot Pannerden et al. 2010; siehe Abb. 2). 
In reifen DCs ist die MARCH 1 Expression herunterreguliert (de Gassart et al. 2008) 
und Peptid beladenes MHC II wird unabhängig von einer Ubiquitinylierung in MBVs 
transportiert und über Exosomen abgegeben. Diese Exosomen werden von T-Zellen 
aufgenommen und verstärken ihre Aktivierung (Nolte-'t Hoen et al. 2009; Buschow et 
al. 2009) Auch reife B-Zellen sekretieren peptidbeladenes MHC II via Exosomen, 
wodurch die Proliferation und Zytokinproduktion geprimter T-Zellen induziert wird 






Abb 2: Transport Peptid beladener MHC II-Moleküle: Im MIIC wird die Invariante Kette 
abgebaut und HLA-DR mit Peptiden beladen, wobei HLA-DM als Chaperone wirkt. In unreifen 
dendritischen Zellen ("DC") wird auf der Oberfläche exprimiertes Peptid beladenes HLA-DR 
schnell endozytiert und durch MARCH 1 und 8 ubiquitinyliert. Die Ubiquitinylierung führt zur 
Sortierung von HLA-DR in intraluminale Vesikel ("ILVs") und zum lysosomalen Abbau 
(hellgrüne Pfeile). Während der Reifung dendritischer Zellen, bilden sich tubuläre MIIC-
Netzwerke und peptidbeladenes HLA-DR wird massiv zur Oberfläche transportiert. 
Gleichzeitig erfolgt eine Ubiquitin unabhängige Sortierung von HLA-DR in ILVs und die 
Freisetzung dieser Vesikel als Exosomen (dunkelgrüne Pfeile). 
1.3 Herpes Simplex Viren 
Die Familie der Herpesviridae besteht aus behüllten DNA-Viren und gliedert sich in 
vier Subfamilien (α, β, γ, δ Herpesviridae) mit insgesamt 8 humanpathogenen 
Varianten. Die Primärinfektion erfolgt häufig in früher Kindheit und mehr als 70% der 
Erwachsenen sind HSV-1 infiziert (Arduino und Porter 2008). Nach der 
Primärinfektion kommt es zu einer lebenslangen Latenz im Rahmen derer es immer 
wieder zu einer Reaktivierung des Virus kommt. Diese verläuft meist asymptomatisch 
oder geht mit der Bildung von Lippenbläschen einher. Allerdings kann es auch zu 
einer Infektion im Auge kommen, die zu Keratitis und im schlimmsten Fall zu Blindheit 
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führt oder in Einzelfällen zu Enzephalitis oder Meningitis. Obwohl HSV-2 eher genital 
lokalisiert ist, sind die meisten genitalen Herpeserkrankungen ebenfalls durch HSV-1 
ausgelöst (Arduino und Porter 2008). 
Das Herpesvirus besteht aus einem ikosaedrischen Nukleocapsid, das die 
doppelsträngige, lineare, ca. 152 kbp lange DNA umschließt und von einer Lipidhülle 
mit etwa 15 viralen Glykoproteinen umhüllt wird. Dazwischen befindet sich das 
Tegument, welches aus dicht gepackten viralen Proteinen besteht (Grünewald et al. 
2003). 
Der Vermehrungszyklus von HSV-1 beginnt mit einer initialen lytischen Phase, die in 
eine latente Phase mit gelegentlichen lytischen Ausbrüchen übergeht. Nach der 
Fusion mit der Wirtszelle gelangt das Virus mittels Interaktion von Tegumentproteinen 
mit dem Mikrotubuli-Transportsystem zum Zellkern, wo die virale DNA in den Kern 
transportiert und dort repliziert wird (Radtke et al. 2010). Kapsidproteine und eine 
Reihe anderer viraler Proteine werden nach ihrer Synthese im Zytopasma ebenfalls in 
den Kern transportiert. Dort wird die virale DNA in ein Kapsid verpackt, welches an 
der inneren Kernmembran behüllt wird. Durch Fusion mit der äußeren Kernmembran 
wird das Kapsid ins Zytosol freigesetzt. Am Trans-Golgi-Netzwerk oder am Endosom 
kommt es dann zur Bildung der finalen Hülle um Kapsid und Tegumentproteine 
(Mettenleiter et al. 2006; Johnson und Baines 2011). 
1.3.1 Fusion der Virushülle mit der Zielzelle 
HSV-1 kann Lymphozyten, Epithelzellen, Fibroblasten oder Neuronen infizieren, 
wobei der Eintritt je nach Zelltyp über die Plasmamembran oder den endosomalen 
Weg erfolgen kann. Während bei den meisten Viren der Eintritt in die Wirtszelle mit 
Hilfe eines einzelnen Fusionsproteins erfolgt, greifen Herpesviren auf eine ganze 
Maschinerie zurück. Die eng miteinander interagierenden viralen Glykoproteine B 
(gB), D (gD) und das Heterodimer der Glykopoteine H und L (gH / gL) sind für den 
Eintritt in die Zelle essentiell (Avitabile et al. 2007; Avitabile et al. 2009; Cairns et al. 
2011). Die Bindung von HSV-1 an die Plasmamembran wird hauptsächlich über gD 
vermittelt, welches verschiedene zelluläre Rezeptoren wie HVEM ("Herpesvirus Entry 
mediator", ein Mitglied der TNF-Rezeptor-Familie), die Zelladhäsionsproteine Nectin 1 
und Nectin 2 und Heparansulfat-Reste bindet (Montgomery et al. 1996; Cocchi et al. 
1998; Geraghty et al. 1998; Shukla et al. 1999). Das Glykoprotein B kann mit dem 





nicht essentielle Glykoprotein C (gC) können über die Bindung von Heparansulfat-
Resten eine erste Interaktion mit der Wirtszelle bewirken (Herold et al. 1991). 
Die Aktivierung von gD durch Rezeptorbindung triggert eine Konformationsänderung 
des gH / gL Komplexes, die dann die fusiogene Aktivität von gB begünstigt (Atanasiu 
et al. 2010). Beim Eintritt des Virus über den endosomalen Weg kommt es aufgrund 
des niedrigen pHs zu starken Konformationsänderungen von gH / gL und gB (Dollery 
et al. 2010; Cairns et al. 2011), wobei die Konformationsänderungen im Fusionsloop 2 
von gB zum Annehmen einer fusionsaktiveren Form führen (Stampfer et al. 2010; 
Muggeridge 2012). 
1.3.2 Das HSV-1 Glykoprotein B 
Das Glykoprotein B ist ein trimeres Klasse I Membranprotein mit einer großen 
Ektodomäne, einer Transmembrandomäne und einer cytoplasmatischen Domäne mit 
mehreren Signalsequenzen. Die Struktur der gB Orthologe ist innerhalb der 
Herpesvieren stark konserviert, wobei ein Großteil der Variationen innerhalb der 
ersten 80 Aminosäuren liegt (Heldwein et al. 2006; Backovic et al. 2009; Sharma et al. 
2013). 
Der luminale Bereich besteht aus fünf Domänen, enthält intramolekulare 
Disulfidbrücken und wird N- und O-glykosyliert (Heldwein et al. 2006; Wang et al. 
2009). Die Trimerisierung erfolgt über multiple Kontakte zwischen den einzelnen 
Protomeren, hauptsächlich in den Domänen III und V (Heldwein et al. 2006). Lange α-
Helices bilden zusammen mit dazu antiparalell angeordneten C-termialen Armen den 
Kern des Proteins. Mutationen in diesem Bereich behindern die korrekte Faltung und 
Oberflächenexpression von gB und hemmen Viruseintritt und Zell-Zell-Fusion 
(Heldwein et al. 2006; Connolly und Longnecker 2012). 
Das Glykoprotein gB gehört zu den Klasse III Fusionsproteinen (Heldwein et al. 
2006), wobei die beiden Loops in Domäne I die Fusion von Liposomen in virto 
bewirken (Hannah et al. 2007; Falanga et al. 2012). Da die Postfusion-Form sehr 
stabil ist, gibt es keine Kristallstrukturen der Präfusionsform. Experimentelle 
Ergebnisse unterstützen ein Modell, wonach die αC-Helix in Domäne III in der 
Präfusionskonformation destabilisiert und in 2 kürzere Helices geteilt ist (Backovic et 
al. 2009; Vitu et al. 2013; Cantisani et al. 2013; Gallagher et al. 2014) (siehe auch 
Abb. 3). Die membran-nahe Region ist stark hydrophob, liegt in der Präfusionsform in 
unmittelbarer Nähe zu den Fusionsloops und maskiert diese möglicherweise (Shelly 
et al. 2012; Maurer et al. 2013).  
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Neben seiner Funktion als Fusionsprotein beim Viruseintritt, kann gB mit dem PILRα 
Rezeptor und Heparansulphat-Resten auf der Wirtszellmembran interagieren (Herold 
et al. 1991; Satoh et al. 2008). Beim Virusaustritt hat gB eine mit anderen viralen 
Proteinen redundante Funktion bei der Freisetzung des Kapsids an der äußeren 
Kernmembran (Farnsworth et al. 2007; Wisner et al. 2009; Sagou et al. 2010) und der 
zweiten Behüllung (Johnson et al. 2011). Bei der Bildung von Synzytien durch HSV-1, 
bei der die vier Glykoproteine des Viruseintritts (gD,gB,gH/gL) und zusätzlich die 
Proteine gE, gI, gM, und UL45 benötigt werden, wirkt gB ebenfalls als Fusiogen 
(Davis-Poynter et al. 1994; Haanes et al. 1994). 
Der zytoplasmatische Teil von gB spielt eine Rolle für den intrazellulären Transport 
(Heineman et al. 2004; Beitia Ortiz de Zarate et al. 2004; Beitia Ortiz de Zarate et al. 
2007) und die fusiogene Aktivität von gB (Fan et al. 2002; Avitabile et al. 2004; 
Silverman et al. 2012). Zum Aufbau der zytoplasmatischen Domäne gibt es keine 
Kristallstruktur, jedoch wurde anhand der Sequenz die Existenz von drei α-Helices 
vorhergesagt (Ruel et al. 2006; Chowdary und Heldwein 2010). Der zytoplasmatische 
Teil von gB enthält zwei Tyrosin-basierte Motive (849YMAL852 und 889YTQV892) und ein 
Di-Leucin Motiv (871LL872) (Beitia Ortiz de Zarate et al. 2004). Das N-terminaler 
gelegene Tyrosin-basierte Motiv (889YTQV892), wurde als Internalisierungssignal 
beschrieben (Fan et al. 2002; Beitia Ortiz de Zarate et al. 2004). Außerdem spielen 
889YTQV892 und 871LL872 Motiv möglicherweise eine Rolle beim Transport von gB zum 
Trans-Golgi-Netzwerk nach Internalisierung (Beitia Ortiz de Zarate et al. 2004). 
Gleichzeitig führen Deletionen und Mutationen im Bereich um das Di-Leucin Motiv 
häufig zu einer verstärkten Synzytienbildung während der Virusinfektion (Baghian et 
al. 1993; Fan et al. 2002; Favoreel et al. 2002), wobei dieser Effekt unabhängig von 
der erhöhten Oberflächenexpression bei einem Verlust des Tyrosin-basierten Motivs 
ist (Fan et al. 2002). Das 849YMAL852 Motiv kann in Verbindung mit dem nahen 
857ERTE860 Motiv als ER- Exportsignal wirken (Heineman et al. 2004). Nach einer 
Deletion des 857ERTE860 Motivs wurde keine Funktion für das 849YMAL852 Motiv 







Abb 3. Aufbau und Kristallstruktur des Glykoprotein B. Die Domänen des luminalen Teils 
wurden farblich gekennzeichnet: Domäne I (türkis), Domäne II (grün), Domäne III (gelb), 
Domäne IV (orange), Domäne V (rot) (A) Die Sequenz von gB wurde schematisch dargestellt 
und Domänen des luminalen Teils farblich hervorgehoben. Signalpeptid ("signal"), 
Transmembrandomäne ("TM") und zytoplasmatische Domäne ("zytoplasm.") sind 
entsprechend gekennzeichnet. (B) und (C): Die Kristallstruktur umfasst die Ektodomäne von 
gB bis auf die membran-nahe Region. Die einzelnen Domänen innerhalb des gB-Protomers 
(B) und des gB-Trimers (C) wurden farblich hervorgehoben. Unstrukturierte Bereiche wurden 
als gepunktete Linien dargestellt. Die Abbildung wurde modifiziert nach Heldwein et al. 2006 
dargestellt. (Mit freundlicher Genehmigung der Zeitschrift Science AAAS: " Crystal Structure of 
Glycoprotein B from Herpes Simplex Virus 1", von E. E. Heldwein, 2006.) 
1.3.3 Immunantwort gegen Herpesvirusinfektionen 
Angeborenes und adaptives Immunsystem arbeiten bei der Bekämpfung einer HSV-1 
Infektion eng zusammen. CD4+ T-Zellen spielen als Hauptproduzenten antiviraler 
Zytokine (z.B. INFγ und TNFα) eine wichtige Rolle beim Eindämmen der viralen 
Infektion (Manickan und Rouse 1995). Durch die Produktion von INFγ wird die 
Expression von MHC II gesteigert und die Hemmung der MHC I Expression durch 
HSV-1 überwunden (Mikloska und Cunningham 1998). INFγ induziert die MHC II 
Expression in Keratinozyten, welche während der lytischen Phase durch HSV-1 
infiziert werden (Cunningham et al. 1985). Die MHC II Präsentation wiederum dient 
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der Erkennung von infizierten Zellen durch zytotoxische CD4+ Zellen, welche in 
infizierten Zellen direkt den Zelltod einleiten können (Yasukawa und Zarling 1984; 
Schmid 1988; Koelle et al. 1998). B-Zellen setzten neutralisierende Antikörper frei und 
wirken als Antigen präsentierende Zellen für CD4+ T-Zellen (Deshpande et al. 2000). 
Während Die NK-Zell- und CD4+ T-Zellantwort während der gesamten Infektion mit 
HSV-1 stark ist, ist die CD8+ Zell-Antwort in frühen Stadien der Infektion schwächer 
(Koelle et al. 1998) und die Aktivierung CD8+ zytotoxischer-Zellen von der Hilfe von 
CD4+ T-Zellen abhängig (Smith et al. 2004; Nakanishi et al. 2009). Natürliche 
Killerzellen und CD8+ T-Zellen und leiten den Zelltod infizierter Zellen ein (Grubor-
Bauk et al. 2008). Darüber hinaus können CD8+ Zellen die Reaktivierung von 
latentem HSV-1 unterbinden (Liu et al. 2000; Knickelbein et al. 2008). 
1.3.4 Immunevasionsstrategien von Herpes Simplex Viren 
Der wichtigste Mechanismus, mit dem HSV-1 eine Elimination aus dem Wirtskörper 
verhindert, ist die Latenz. In diesem Zustand beschränkt sich die virale 
Genexpression größtenteils auf das Latenz-assoziierte Transkript (LAT) (Wagner et 
al. 1988; Feldman et al. 2002; Umbach et al. 2008), sodass kaum virale Antigene 
vorhanden sind. Die LAT Sequenz enthält sieben miRNAs und zwei sRNAs (Umbach 
et al. 2008; Shen et al. 2009). Diese regulieren die Transkription viraler Proteine 
(Umbach et al. 2008) und hemmen die Apoptose (Ahmed et al. 2002; Jin et al. 2003; 
Shen et al. 2009). Die Reaktivierung von HSV-1 korreliert mit einer ganzen Reihe 
Stressfaktoren, wie UV-Strahlung, hormonellen Schwankungen, lokalem 
Sauerstoffmangel im Gewebe und psychischem Stress. Beim Wechsel von latentem 
in lytischen Zustand spielt das virale Protein VP16 eine Rolle, die genauen 
Mechanismen sind jedoch unbekannt (Thompson und Sawtell 2011; Kim et al. 2012). 
 
Im lytischen Zustand können Herpesviren die NK-Zellantwort hemmen (Rao et al. 
2011) und die Zellviabilität und Migration von dendritischen Zellen inhibieren (Müller et 
al. 2004; Prechtel et al. 2005). Sie manipulieren Signalwege der Immunantwort 
(beispielsweise den NFκB-Signalweg) (Amici et al. 2006; van Lint et al. 2010), 
inhibieren die Fas-vermittelte Apoptose (Medici et al. 2003; Dufour et al. 2011) und 
beeinflussen die Prozessierungswege von MHC I und II. Beispielsweise interagiert 
das virale HSV-1 Protein ICP47 mit TAP Proteinen und verhindert den Transport von 
antigenen Peptiden ins ER und damit die Beladung von MHC I, was zum Schutz vor 





Glykoprotein B interagiert mit CD1d, verringert die Oberflächenexpression des 
Proteins und hemmt damit die NK-Zellfunktion (Rao et al. 2011). Außerdem 
beeinflusst gB die zelluläre Lokalisation von HLA-DR, HLA-DM und Ii (Neumann et al. 
2003). Es interagiert direkt mit MHC II und führt nach der Degeneration der 
Invarianten Kette zur verstärkten Sortierung  von MHC II in Exosomen (Sievers et al. 
2002; Temme et al. 2010). Eine funktionierende MHC II Präsentation ist für die 
Aktivierung von CD4+ T-Zellen essentiell, welche wiederum eine zentrale Rolle bei 
der antiviralen Immunabwehr spielen (s. 1.3.6.). 
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1.4  Fragestellung der Arbeit 
Nach einer Infektion mit Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSV-1) verhindern zahlreiche 
Evasionsstrategien eine vollständige Eliminierung des Virus durch das Immunsystem. 
Dabei spielt das HSV-1 Glykoprotein eine wichtige Rolle. Es interagiert mit Proteinen 
des MHC Klasse II Prozessierungsweges (Sievers et al. 2002; Neumann et al. 2003). 
Dabei führt gB zu einer vermehrten Sortierung von HLA-DR in den exosomalen Weg 
(Temme et al. 2010). Die Transfektion von Zellen mit gB führt zur Induktion 
vergrößerter Vesikel (Temme et al. 2010; Bocuk 2012). Ein Teil dieser Vesikel ist 
CD63 positiv und enthält gB und MHC II (Temme et al. 2010), Die Akkumulation von 
gB in vergrößerten Vesikeln könnte eine Bedeutung für die Manipulation des MHC 
Klasse II Prozessierungsweges haben und die zelluläre Lokalisation von Proteinen 
des MHC Klasse II Prozessierungsweges könnte durch gB manipuliert werden. 
 
In der vorliegenden Arbeit sollten endosomale, gB induzierte Vesikel morphologisch 
charakterisiert und ihre Bedeutung für eine mögliche Manipulation des MHC Klasse II 
Prozessierungsweges untersucht werden. Nach der morphologischen 
Charakterisierung gB induzierter Vesikel mit Hilfe von Kofärbungen, sollte ermittelt 
werden, ob sich die Vesikelbildung durch Inhibition der zellulären Fusionsmaschinerie 
hemmen lässt. Der intrazelluläre Transport von gB wird durch Signalmotive auf der 
zytoplasmatischen Domäne gewährleistet (Beitia Ortiz de Zarate et al. 2004; Calistri 
et al. 2007). Deshalb sollte die Rolle zytoplasmatischer Signalmotive und der 
Trimerisierung der zytoplasmatischen Domäne von gB auf die Lokalisation in gB 
induzierten Vesikelpopulationen untersucht werden. Dazu sollen zytoplasmatische 
Deletionskonstrukte des gB hergestellt und gezeigt werden, ob es zum ER-Export, 
früh- und spätendosomaler Lokalisation und der Sortierung in den exosomalen Weg 
der Konstrukte kommt. In einem weiteren Schritt sollte untersucht werden, ob gB 
einen Einfluss auf die zelluläre Lokalisation von Proteinen des MHC Klasse II 
Prozessierungsweges nimmt. Dazu sollte festgestellt werden, ob MHC Klasse II, 
Peptid beladenem MHC Klasse II und Invarianter Kette in gB exprimierenden Zellen, 
mit CD63 negative, gB induzierte Vesikel kolokalisieren und ob diese Kolokalisation 
zu einer veränderten Verteilung der Proteine führt. 
  




2 Material und Methoden 
2.1 Verbrauchsmaterialien und Geräte 
2.1.1 Geräte 
Agarosegelelektrophorese Renner, Darmstadt 
Analysewaage Sartorius, Göttingen 
Bakterieninkubator Heraeus, Zürich, Schweiz 
Brutschrank für eukaryotische Zellen Heraeus, Zürich, Schweiz 
Durchflusszytometer FACS Scan BD Biosciences, Heidelberg 
Entwicklermaschine Cawomat 2000 IR CAWO Photochemisches Werk GmbH, 
Schrobenhausen 
Feinwaage Sartorius, Göttingen 
Heizblock Thermostat 5320 Eppendorf GmbH, Hamburg 
Kassetten für Autoradiographie Faust GmbH, Köln 
Kühlschrank Liebherr, Biberach an der Riss 
Mikroliterpipetten Thermo Labsystems, Vantaa, Finnland 
Gilson Pipetman, Langenfeld 
Mikroskop Wilovert Helmut Hund GmbH, Wetzlar 
Mikroskop Axiophot  Zeiss, Oberkochem 
Mikroskop LSM 510 Meta Zeiss, Oberkochem 
Mikrowellenherd Micromat AEG Hausgeräte, Berlin 
Netzgeräte Renner, Darmstadt 
Neubauer Zählkammer Brand GmbH, Wertheim 
pH-Meter inoLab pH 730 WTW, Weilheim 
Pipettierhilfe Pipetus-Akku Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 
Überkopfmischer Fröbel Labortechnik GmbH, Lindau 
SDS-PAGE Elektrophoresekammer cti, Idstein 
Semidry Blotting Apparatur cti, Idstein 
Sicherheitswerkbank STEAG Laminarflow-Prozesstechnik 
GmbH, Pfullingen 
Spektrophotometer U-1100 Hitachi, Tokyo, Japan 
Synergy HT Multi - Mode Microplate 
Reader 
BioTek, Bad Friedrichshall 
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Thermomixer 5436 Eppendorf GmbH, Hamburg 
Tiefkühltruhe (-80 °C) Forma 900 
Series 
Thermo Scientific, Rockford, USA 
Vortex Genie 2 Bender & Holbein AG, Zürich, Schweiz 
Wasserbad Julabo 12B Julabo Labortechnik GmbH, Housten, 
USA 
Wippe Rocking Platform Biometra, Göttingen 
Zentrifuge Biofuge 13  Heraeus, Zürich, Schweiz 
Zentrifuge Biofuge 22R Heraeus, Zürich, Schweiz 
Zentrifuge J-20 HS Beckmann Beckmann, Hamburg 
Zentrifuge Ultrazentrifuge! Beckmann, Hamburg 
Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus, Zürich, Schweiz 
Zentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus, Zürich, Schweiz 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
15 ml-, 50 ml-Falcon-Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht 
1,5 und 2 ml Reaktionsgefäße Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
1,5 ml Reaktionsgefäße  für die 
Ultrazentrifuge 
Beckmann, Hamburg 
10 cm Schalen für die Zellkultur Sarstedt, Nümbrecht 
6-,12- und 96- Well-Platten für die 
Zellkultur 
Sarstedt, Nümbrecht 
Autoradiographie-Film Cronex 5 (für 
WB) 
Agfa-Gaevert, Leverkusen 
CL‐4B Sepharose Pharmacia GmbH, Freiburg 
Cryo Tube™  Nunc, Wiesbaden 
Deckgläser Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Einmalspritzen und Kanülen VWR, Darmstadt 
Einweghandschuhe Rotiprotect Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Entwickler und Fixierer für 
Röntgenfilme 
Agfa-Gaevert, Leverkusen 
FACS Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht 
Gel-Blotting Filterpapier Schleicher & Schuell, Dassel 
Nitrozellulosemembran BA83 GE Healthcare, Freiburg 
Objektträger Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago, 





Pasteurpipetten Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
PCR-Reaktionsgefäße Sarstedt, Nümbrecht 
Petrischalen (für Bakterien)  Greiner, Flacht 
Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht 
Protein-A‐Sepharose Amersham Biosciences, Little Chalfort, UK 
Sterilfilter 0,22/0,45μm Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
T25- und T75 Zellkulturflaschen  Sarstedt, Nümbrecht 
Take3 Trio Mikro-Volumen-Platte BioTek, Bad Friedrichshall 
Ultrazentrifugenröhrchen Beckmann, Hamburg 
Zellschaber Sarstedt, Nümbrecht 
Zenrtifugenröhrchen Sarstedt, Nümbrecht 
2.1.3 Chemikalien und Reagenzien 
Acrylamid (Rotiphorese Gel 30) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Agar AppliChem, Darmstadt 
Agarose Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Ammoniumacetat Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Ammoniumperoxisulfat (APS) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Ampicillin Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
Bromphenolblau SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 
Calciumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Coomassie Brilliant Blue Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Complete (Protease-Inhibitorcoctail) Roche Diagnostics, Mannheim 
4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
dNTPs  Thermo Scientific, Rockford, USA 
Dulbecco´s MEM PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
Dulbecco’s PBS PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
ECL Westernblot Detektionsreagents Amersham Biosciences, Little Chalfort, UK 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Essigsäure Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Ethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt 
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FACS Flow BD Biosciences, Heidelberg 
Fetales Kälberserum (FCS) "GOLD" PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
Österreich 
Fluoromount-G eBioscience, Inc., San Diego, USA 
G418 AppliChem, Darmstadt 
Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
HEPES Buffer Solution (1 M) PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
HybridoMed DIF‐1000 Biochrom, Berlin 
Isopropanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Kaliumacetat (KAc) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Kanamycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
LB Broth, Lennox Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
modified Eagle Medium (MEM) PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Myco-3 AppliChem, Darmstadt 
Natriumazid Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Natriumpyrovat (100mM) PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
Nonylphenoxylpolyethoxylethanol40 
(NP40) 
Fluka AG, Buchs, Schweiz 
Paraformaldehyd (PFA) Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
PEI Max Polysciences Inc., Warrington, USA 
PBS PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
Penicillin/Streptomycin PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
Ponceau S Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Roti-Block Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Roti-Immunoblock Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Roti®-Load 1 Proteinauftragspuffer, 
reduzierend 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Propidium-Iodid (PI) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Salzsäure (HCl) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
SOC Medium Invitrogen, Karlsruhe 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Bio Rad, Richmond, USA 




Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Triton X 100 Merck, Darmstadt 
Trypanblau AppliChem, Darmstadt 
Trypsin-EDTA (05 / 0,02 % w/v in 
PBS) 
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
Tween20 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Wortmannin Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Alle aufgelisteten Chemikalien besitzen den Reinheitsgrad, der für 
molekularbiologische Arbeiten erforderlich ist. In der Zellkultur eingesetzte 
Reagenzien sind steril und für die Anwendung in der Zellzucht geeignet. 
 
Enzyme:  
AgeI Thermo Scientific, Rockford, USA 
ApeI Thermo Scientific, Rockford, USA 
BamHI Thermo Scientific, Rockford, USA 
HindIII Thermo Scientific, Rockford, USA 
KpnI Thermo Scientific, Rockford, USA 
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase New England BioLabs, Frankfurt 
RNAse A (für Minipräparation) New England Bio Labs, Ipswitch, USA 
Taq DNA polymerase Thermo Scientific, Rockford, USA 
 
Marker:  
PeqLab 1 kb DNA-Leiter PeqLab Biotechnologies GmbH, Erlangen 
PeqLab 100 bp DNA-Leiter PeqLab Biotechnologies GmbH, Erlangen 
PeqLab peqGOLD Protein Marker V PeqLab Biotechnologies GmbH, Erlangen 





Expand Long Template PCR System Roche Diagnostics, Mannheim 
Gelelutionskit Thermo Scientific, Rockford, USA 
GenJET Gel Extraction Kit Thermo Scientific, Rockford, USA 
NucleoBond® Plasmid-Purification Macherey und Nagel, Düren 
pcDNATM 3.1/V5-His-TOPO® TA 
Expression Kit 
Invitrogen, Karlsruhe 
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2.1.4 Antikörper 
Tabelle 2.1.4.1: Primärantikörper 
Epitop (ggf. Klon) Isotyp/Spezies Verwendung Quelle 
Aktin (AC-40) IgG2a/Maus WB Sigma Aldrich, St. 
Louis, USA (A3853) 
Calnexin (AF18) IgG1/Maus IF Dianova, Hamburg 
(ABR-01072) 
CD63 (MEM-259) IgG1/Maus  FACS, IF, IP Exbio, Vestec, 
Tschechische Republik 
(11-343) 
EEA1 Kaninchen WB, IF, IP Thermo Scientific, 
Rockford, USA 
(PA5-17228) 
GFP (3H9) IgG2a/Ratte WB Chromotek, Planegg 
HSV-1 und-2 gB 
(2c/2 mAb) 
IgG2a/Maus FACS, IF, IP Eis-Hübinger et al. 1993 
HSV-1 und-2 gB 
(10B7) 
IgG1/Maus WB Abcam, Cambridge, UK 
(ab6506) 
Invariante Kette, N-
Terminus (as 1-73) 
(Vic-Y1) 










FACS, IF, IP Barnstable et al. 1978  
MHCII‐Molekül 
HLA-DRα (Tal-1B5) 














IgG2a/Ratte IF Serotec, Puchheim 
(MCA72G) 




6-His-Tag Kaninchen FACS, IF, IP Bethyl (A190-114A) 
Ratte κ-Kette 
(MAR 18.5) 
IgG2a/Maus FACS Lanier et al. 1982 
Transferrin Rezeptor 
(PA-1) 
Maus IF (Koch und Hämmerling 
1986) 
V5-Tag (SV5-Pk1) Maus FACS, IF, WB Serotec, Puchheim 
 
Tabelle 2.1.4.2: direkt gekoppelte Primärantikörper für die Immunfluoreszenz 
Epitop (ggf. Klon) Isotyp/Spezies Gekoppelt an Quelle 
CD63 (MEM-259) IgG1/Maus FITC Exbio, Vestec, 
Tschechische Republik 
(1F-343) 
HLA-DR (AC122) IgG2a/Maus Allophycocyani
n 




Tabelle 2.1.4.4: Sekundärantikörper 
Epitop Gekoppelt an Verwendung Quelle 
Maus IgG Alexa Fluor488 IF Invitrogen, Karlsruhe 
Maus IgG Alexa Fluor594 IF Invitrogen, Karlsruhe 
Maus IgG HRP WB Dianova, Hamburg 
Kaninchen IgG Alexa Fluor488 IF Invitrogen, Karlsruhe 
Kaninchen IgG Alexa Fluor594 IF Invitrogen, Karlsruhe 
Kaninchen IgG HRP WB Dianova, Hamburg 
Ratte IgG Alexa Fluor594 IF Invitrogen, Karlsruhe 
Ratte IgG HRP WB Dianova, Hamburg 
2.1.5 Plasmide und Oligonucleotide 




Linearisierter TOPO® TA -Vektor von Invitrogen, zum 
Klonieren von PCR-Produkten 
pcDNA3.1(-) HSV-1 
gB myc/His 
HSV-1 Stamm 17+ Glykoprotein B cDNA in eukariotischem 
Extpressionsvektor mit C-terminalem myc/His-Tag 
pcDNA3.1(-) HSV-1 
gB-GFP 
HSV-1 Stamm 17+ Glykoprotein B cDNA in eukariotischem 
Extpressionsvektor mit C-terminalem GFP-Tag 
Material und Methoden 30 
pcDNA3.1(-) HSV-1 
GFP 
Eukaryotischer Expressionsvektor mit GFP (kloniert aus 
dem pEGFP-N1 Vektor) 
pcDNA3.1(-) HSV-1 
gB-mCherry 
HSV-1 Stamm 17+ Glykoprotein B cDNA in eukariotischem 




HSV-1 Stamm 17+ Glykoprotein B cDNA, bei der die 
Sequenz der Aminosäuren 895-904 deletiert ist, in 





HSV-1 Stamm 17+ Glykoprotein B cDNA, bei der die 
Sequenz der Aminosäuren 889-904 deletiert ist, in 





HSV-1 Stamm 17+ Glykoprotein B cDNA, bei der die 
Sequenz der Aminosäuren 877-904 deletiert ist, in 





HSV-1 Stamm 17+ Glykoprotein B cDNA, bei der die 
Sequenz der Aminosäuren 855-904 deletiert ist, in 





HSV-1 Stamm 17+ Glykoprotein B cDNA, bei der die 
Sequenz der Aminosäuren 805-904 deletiert ist, in 





HSV-1 Stamm 17+ Glykoprotein B cDNA, bei der die 
Sequenz der Aminosäuren 805-904 deletiert und die 
Sequenz für das 851YMAL854 Motiv angehängt ist, in 
eukaryotischen Expressionsvektor mit C-terminalem 
V5/His-Tag 
pEGFP-ctEEA1 C1 cDNA des C-terminalen Bereichs von EEA1 (aa 1257-1411) 
in eukaryotischem Expressionsvektor mit N-terminalem 
GFP-Tag 
pEGFP-EEA1 C1 EEA1 cDNA in eukaryotischem Expressionsvektor mit N-
terminalem GFP-Tag 
pEGFP-FYVE C1 cDNA für ein Duplikat des FYVE Motivs (aa147-223) aus 
Maus Hrs, wobei der Linker QGQGS die beiden FYVE 
Finger trennt, in eukaryotischem Expressionsvektor mit N-
terminalem GFP-Tag 
pEGFP-N1 Eukaryotischer Expressionsvektor mit GFP und N-terminal 
gelegenem Klonierungsbereich mit 
Restriktionsschnittstellen 
pEGFP-Rab5 C1 cDNA von humanem rab5 in eukaryotischem 
Expressionsvektor mit N-terminalem GFP-Tag 
pEGFP-Rab7b C1 cDNA von humanem rab7b in eukaryotischem 
Expressionsvektor mit N-terminalem GFP-Tag 
 
  




Tabelle 2.1.5.2: Auflistung aller verwendeten Primer 
Primername Sequenz Verwendungszweck 
HSV1_gB.fw ATGCGCCAGGGCGCCC Klonierung 



























HSV1_gB.rv CAGGTCGTCCTCGTCGGCGTCA Klonierung 
HLA-A2.fw ATGGCCGTCATGGCGCCCCGAACC Klonierung 
HLA-A2d333-365.rv CCGCATGACGTACCACATCACGGCAG Klonierung 
HLA-A2d309-365.rv GCGCCCCAAAGATGGGGATGGTGG Klonierung 
T7.fw AATACGACTCACTATAGG Sequenzierung 
BGH.rev TAGAAGGCACAGTCGAGG Sequenzierung 





Tabelle 2.1.6: Auflistung aller verwendeten Bakterienstämme 
Bakerienstämme Spezifität: 
One Shot® TOP10 
Invitrogen, Karlsruhe 
F-mcrA, ∆(mrrhsdRMSmcrBC), Φ80lacZ∆M15, ∆lacX74, 
recA1, araD139, ∆(araleu)7697, galU, galK, rlpsL, (StrR), 
endA1 nupG 
2.1.7 Virusstamm 
Zur Untersuchung von Glykoprotein B im Kontext einer Infektion wurde HSV-1 Stamm 
17+ [Lysat 106,5 ID50/50 µl] verwendet. 
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2.1.8 Zelllinien 
Tabelle 2.1.7: Auflistung aller verwendeten Zelllinien 
Name Beschreibung Literaturquelle 
Cos-7 SV‐40 transformierte 
Nierenzelllinie des Affen 
(Cercopithecus aethiops) 
Gluzman 1981 
IMR90S SV‐40 transformierte humane 
Lungenfibroblastenzelllinie 
Nichols et al. 1977 
Mel JuSo MHCII‐exprimierende, humane 
Melanomzellline 
Johnson et al. 1981 
Mel JuSo gB Stabil gB exprimierende, 
humane Melanomzellline 
Temme et al. 2010  
2.1.9 Programme und Onlinetools 
Bildbearbeitung ImageJ (Rasband WS, U.S. National Institutes of Health, 
Bethesda, USA) 
ImageJ Plugin JaCoP (Bolte und Cordelieres 2006) 
LSM Image Browser (Zeiss, Oberkochem) 
Jmol: an open-source Java viewer for chemical structures in 
3D. (http://www.jmol.org/) 
 
Datenverarbeitung Excel (Microsoft Inc., Redmond, USA) 
 
Densitometrie FCS Express 4 Plus (De Novo Software, Glendale, Kanada) 





GENtle (Magnus Manske, Universität Köln) 
BioEdit (Tom Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad, Kanada) 
MUSCLE (McWilliam et al. 2013) 
UbPred.org (Radivojac et al. 2010) 
 
Textverarbeitung Adobe Reader (Adobe Systems GmbH, München) 
Apache OpenOffice (Apache Software Foundation, 
Budapest, Ungarn) 
Microsoft Office (Microsoft Inc., Redmond, USA) 




2.2  Methoden der Molekularbiologie 
2.2.1 Photometrische Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration 
Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgt mit Hilfe des Nanodrop bei 
260 nm. Anhand der gemessenen Extinktion lässt sich mit Hilfe des Lambert-
Beerschen-Gesetzes die Nukleinsäurekonzentration bestimmen. 
Die bei 280 nm gemessene Extinktion erfolgt durch die Reste der aromatischen 
Aminosäuren Tryptophan, Phenylalanin und Tyrosin und ermöglicht somit eine 
Aussage über die Reinheit der Nukleinsäuren. Der 260 / 280 Wert sollte zwischen 1,8 
und 2,0 liegen. 
2.2.2 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien 
Die Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgt nach dem Prinzip der alkalischen 
Lyse. 
Für die Präparation kleiner Plasmidmengen mit möglichst hohem Durchsatz werden 
1 - 1,5 ml Bakterienkultur zentrifugiert (1 min, 8.300 x g, Raumtemperatur) und der 
Überstand verworfen. Nachdem das Pellet in 200 µl Puffer 1 (50 mM Tris/HCl, 10 mM 
EDTA; 100 µg / ml RNAse A, pH 8) resuspendiert wurde, werden 400 µl Puffer 2 
(200 mM NaOH, 1 % SDS) zugegeben, zwei bis vier Mal invertiert und für 5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert, bis die Bakterienzellen lysiert sind. Es werden 300 µl 
Puffer 3 (3 M KAc, pH 5,5) zugegeben und durch gründliches Invertieren gemischt, 
sodass Proteine und chromosomale DNA ausfallen. Das Gemisch wird zentrifugiert 
(10 min, 18.000 x g, Raumtemperatur) und der Überstand in ein frisches 
Reaktionsgefäß überführt. Es werden 0,7 Volumenteile Isopropanol zugegeben und 
erneut zentrifugiert (10 min, 18.000 x g, Raumtemperatur). Das Pellet wird mit 500 µl 
70 % Ethanol gewaschen, zentrifugiert (2 min, 18.000 x g, Raumtemperatur) und 
anschließend der Überstand vollständig entfernt. Das Pellet wird an der Luft 
getrocknet, bis der gesamte Alkohol verdunstet ist und in 30 - 50 µl Wasser 
resuspendiert. 
 
Für eine reinere Präparation eines Plasmids in größerer Menge werden 200 - 250 ml 
Übernachtkultur mit Hilfe des NucleoBond PC 100 Kits von Macherey und Nagel nach 
Angaben der Hersteller aufgereinigt. 
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2.2.3 PCR: in vitro Amplifikation von DNA 
Bei der in vitro DNA Amplifikation wird eine DNA-Sequenz mit Hilfe einer Polymerase 
in der Polymerase Kettenreaktion ("Polymerase Chain Reaction", PCR) vervielfältigt. 
In der vorliegenden Arbeit wird die PCR für das Klonieren von Fusions und 
Deletionskonstrukten eingesetzt. Für Produkte mit einer Länge unter einem 1 kb wird 
die Taq Polymerase von Thermo Scientific, für größere Produkte die Q5® High-Fidelity 
DNA Polymerase von NEB oder das Expand Long Template PCR System von Roche 
Diagnostics nach Angaben der Hersteller verwendet. 
Für die Herstellung von Fusionsproteinen werden zunächst beide Teilstücke in 
separaten PCRs amplifiziert, wobei die Sequenzen der Primer so gewählt werden, 
dass sie sich an der Fusionsstelle überlagern. In einer zweiten PCR wird das 
Fusionskonstrukt amplifiziert, wobei die Teilstücke aus den ersten PCRs als Templat 
dienen. 
2.2.4 Synthese von A-Überhängen 
Die für die PCR (siehe 2.2.3) verwendete Q5 Polymerase erzeugt glatte Enden am 
PCR-Produkt, weshalb vor dem TOPO Klonieren A-Überhänge synthetisiert werden 
müssen. Dazu werden zu 12 µl PCR-Produkt Taq Polymerase Puffer, dATP (600 µM), 
und Taq Polymerase (1 U; Thermo Scientific) gegeben und der Ansatz für 15 min bei 
72 °C inkubiert. 
2.2.5 Agarosegel-Elektrophorese 
Bei der Agarosegel-Elektrophorese werden Nukleinsäuren je nach Größe der zu 
betrachtenden DNA-Fragmente bei 85 V - 150 V für eine Stunde auf einem 
1 - 2 %igem TAE-Agarosegel aufgetrennt. Als Marker werden DNA 100 bp Marker 
und DNA 100 bp Marker verwendet, als Puffer TAE (40 mM Tris, 20 mM NaAc, 
1 mM EDTA, pH 8,3). Durch Zugabe von Ethidiumbromid (0,6 mg / l) zum Gel kann 
die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. 
2.2.6 Extraktion von DNA aus dem Agarrosegel 
Die Gelbande mit der richtigen Fragmentlänge wird mit einem Skalpell ausgeschnitten 
und mit Hilfe des GenJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) nach Angaben des 
Herstellers aufgereinigt. 




2.2.7 Enzymatische Restriktion 
Restriktionsendonukleasen vom Typ II erkennen und schneiden innerhalb 
spezifischer, meist palindromischer DNA-Sequenzen, wobei je nach 
Restriktionsenzym glatte Enden oder Einzelstrangüberhänge ('sticky ends') entstehen 
können. Restriktionsendonukleasen vom Typ IV hingegen erkennen und spezifische 
Modifikationen der DNA, beispielsweise schneidet DpnI methylierte DNA unabhängig 
von ihrer Sequenz. 
Für den analytischen Restriktionsverdau wird ca. 1 µg DNA mit den gewünschten 
Restriktionsenzymen und dem entsprechenden Restriktionspuffer in 
Einfachkonzentration für 1 h bei 37 °C verdaut. 
2.2.8 TOPO Klonierung 
Der pcDNATM 3.1/V5-His-TOPO® TA -Vektor liegt in linearisierter Form vor und besitzt 
3’-Thymidinüberhänge. An das Phosphat des Thymidins ist kovalent eine 
Topoisomerase I gebunden. Das PCR-Produkt inseriert mit Hilfe seiner A-Überhänge 
in den Vektor, wobei die Topoisomerase die Bildung der Phosphodiesterbindung 
zwischen der Phosphatgruppe des überhängenden Thymidins und der 5’Hydroxyl-
Gruppe des PCR-Produkts katalysiert. 
Die TOPO Klonierung wird mit Hilfe des pcDNATM 3.1/V5-His-TOPO® TA Kits von 
Invitrogen nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Nach der Ligation wird der 
Ansatz in kompetente Zellen (E.coli TOP10) transformiert (siehe  2.2.9). 
2.2.9 Kultivieren und transformieren von Prokaryotischen Zellen 
Bakterien werden in LB-Flüssigkulturen oder auf LB-Agarplatten kultiviert. Zur 
Selektion wird Medium und Platten Ampicillin (100 μg / ml) oder Kanamycin 
(50 μg / ml) zugegeben. 
Zur Transformation werden mit Calciumchlorid kompetent gemachte E. coli TOP10 
Zellen auf Eis aufgetaut, 2 - 5 µl Plasmid zugegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. 
Anschließend erhalten die Zellen einen Hitzeschock (30 sec, 42 °C), der zur 
Aufnahme des Plasmids durch das Bakterium führt und werden für 2 min auf Eis 
abgekühlt. Es werden 250 µl LB-Medium oder S.O.C.-Medium zugegeben und die 
Zellen für 1 h auf dem Thermomixer (37 °C, 750 RPM) geschüttelt. Zur weiteren 
Vermehrung werden die Bakterien auf LB-Agarplatten ausgestrichen oder in LB-
Flüssigmedium gegeben und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
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2.2.10 Sequenzieren der DNA 
Die DNA-Sequenzierung wurde durch die Firma Seqlab- Sequence Laboratories 
Göttingen GmbH (Göttingen) durchgeführt. Die vergleichende Analyse von 
Sequenzen erfolgte mit Hilfe der Software GENtle von Magnus Manske (Universität 
Köln) und dem Onlinetool MUSCLE von EMBL-EBI 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). 
2.3 Methoden der Proteinbiochemie 
2.3.1 Präparation von Proteinen aus adhärenten Zellen 
Adhärente Zellen werden mit Hilfe von Trypsin-EDTA (0,5 / 0,02 % w/v in PBS) 
abgelöst, gezählt und gleiche Zellmengen pelletiert (5 min, 3.500 x g, 
Raumtemperatur). Alle weiteren Schritte werden auf Eis bzw. in einer vorgekühlten 
Zentrifuge durchgeführt. Die Zellen werden für eine halbe Stunde in Lysepuffer 
(ST-Puffer + 0,5 % Triton X 100, Complete Protease-Inhibitorcoctail) lysiert, wobei 
immer wieder mittels Vortexter gemischt wird. Danach werden Zelltrümmer 
abzentrifugiert (10 min, 18.000 x g, 4 °C) und der Überstand in ein frisches 
Reaktionsgefäß überführt. Die Proben werden bis zur weiteren Verwendung 
bei -80 °C gelagert. 
2.3.2 Immunpärzipitation 
Zelllysate von etwa 107 Zellen (siehe 2.3.1) werden mit 10 µl CL-4B Sepharose 
(Pharmacia GmbH, Freiburg) für eine Stunde bei 4 °C auf dem Überkopfmischer 
vorpräzipitiert, sodass unspezifisch an Sepherose bindende Proteine entfernt werden. 
Durch Zentrifugation für 3 min bei 3.500 x g werden die Sepharosekugeln 
sedimentiert. Der Überstand wird mit 1 µg Antikörper in einem neuen Reaktionsgefäß 
gemischt und mit Protein-A‐Sepharose (Amersham Biosciences) versetzt, welche 
zuvor mit ST-Puffer gewaschen wurde. Protein-A‐Sepharose bindet spezifisch an den 
Fc-Teil des Antikörpers, welcher wiederum an sein Epitop bindet. Die Proben werden 
für 1 - 24 h auf dem Überkopfmischer Inkubiert. Anschließend wird das Präzipitat 
dreimal gewaschen (ST-Puffer + 0,5 % Triton X 100, Complete Protease-
Inhibitorcoctail) und dann nach Zugaben von 2xRoti®-Load 1 Proteinauftragspuffer für 




5 min bei 95 °C aufgekocht. Dadurch lösen dich die denaturierten Proteine von der 
Sepharose. 
2.3.3 Verdau mit Endoglykosidase H und Peptid-N-Glykosidase F 
Viele Proteine des sekretorischen Weges werden in Endoplasmatischem Retikulum 
und Golgi durch Oligosaccharid-Ketten modifiziert, wobei man N-verknüpfte 
(Modifikation eines Asparagins) und O-verknüpfte Glykosylierungen (Modifikation 
eines Serins oder Threonins) unterscheidet. Die Zuckerketten N-glykosylierter 
Proteinen haben beim Verlassen des Endoplasmatischen Retikulums einen hohen 
Mannoseanteil und sind Endoglykosidase H (Endo H) sensitiv. Bei der weiteren 
Modifikation der Oligosaccharid-Ketten im Golgi durch die Mannosidase II, werden die 
gereiften Zuckerketten Endo H-resistent. Die Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F) 
kann nahezu unabhängig von den Modifikationen der Oligosaccharid-Kette, zwischen 
Glycan und Glykoprotein schneiden. Das Fehlen oder Vorhandensein von 
Glykosylierungen lässt sich aufgrund der Größe der Oligosaccharid-Ketten mittels 
SDS-Gelelektrophorese (siehe 2.3.4) bestimmen. 
Für die Verdaue werden Zelllysate (siehe 2.3.1) zunächst mit Roti®-Load 1 
Proteinauftragspuffer versetzt und für 5 min bei 95 °C aufgekocht. Pro Probe werden 
drei Ansätze erstellt: eine unverdaute Kontrolle (20 μl Lysat / Präzipitat + 10 μl ST‐
Puffer) ein Endo H Verdau (20 μl Lysat / Präzipitat + 3 μl Puffer G5 + 0,5 μl EndoH + 
6,5 μl ST‐Puffer) und ein PNGase F Verdau (20 μl Lysat / Präzipitat + 3 μl Puffer G7 + 
3 μl 10 % NP-40 + 0,2 μl PNGase F + 3,8 μl ST Puffer). Enzyme und Puffer stammen 
von New England Biolabs (G5: 50 mM Natriumzitrat, pH 5,5; G7: 50 mM 
Natriumphosphat, pH 7,5). Der Verdau erfolgt für 10 h bei 37 °C. 
2.3.4 SDS-PAGE 
Bei der SDS-Gelelektrophorese werden die Proteine zunächst in SDS-haltigem 
Ladepuffer aufgekocht (5 min, 95 °C) und dadurch denaturiert. Der verwendete 
Roti®-Load 1 Proteinauftragspuffer (Carl Roth GmbH) enthält darüber hinaus 2-
Mercaptoethanol, das zur Reduktion von Disulfidbrücken führt. Je nach gewünschter 
Auftrennung werden die Proben auf ein 7 - 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel 
aufgetragen (Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS [w/v]). Die 
Gelelekrophorese erfolgt bei 60 V (Sammelgel) bis 90 V (Trenngel) für ca. 2,5 h. 
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2.3.5 Westernblot und Immundetektion 
Nach der SDS-PAGE (siehe 2.3.4) werden die Proteine mit Hilfe einer Semidry 
Blotting Apparatur (cti) für 1 - 1,5 h bei 0,8 mA / cm2-Stapelfläche auf eine BA83 
Nitrozellulosemembran geblottet. Dazu wird die Membran auf zwei Filter gelegt, das 
Gel darüber platziert und dieses mit zwei weiteren Filterpapieren bedeckt, wobei alle 
Bestandteile mit Transferpuffer (50 mM Tris, 40 mM Glycin, 20 % v/v Methanol, 
0,4 % w/v SDS) getränkt werden. 
Für die Immundetektion wird die Membran zunächst für 1 h bei Raumtemperatur in 
Rotiblock inkubiert, um unspezifische Bindungen abzusättigen und anschließend für 
eine weitere Stunde bei Raumtemperatur oder über Nacht 4 °C in primärem 
Antikörper inkubiert (Verdünnung 1:1000 - 1:5000 in Rotiblock). Nach dreimaligem 
Waschen für 7 min (in PBS mit 0,2 % Tween20) wird für eine dreiviertel Stunde bei 
Raumtemperatur mit dem entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundärantikörper 
inkubiert. (Verdünnung 1:1000 in Rotiblock). Es wird erneut gewaschen (4 x 7 min in 
PBS mit 0,2 % Tween20) und dann ECL Westernblot Detektionsreagenz (Amersham 
Biosciences) auf die Membran gegeben und für zwei Minuten inkubiert. Die an den 
Sekundärantikörper gekoppelte Peroxidase katalysiert die Oxidation des in der ECL-
Lösung enthaltenen Luminols, wodurch Chemiluminesszenz frei wird. Diese wird 
durch einen Autoradiographie-Film erfasst und der Film mit Hilfe der Cawomat 2000 
IR Entwicklermaschine entwickelt. 
2.3.6 Nachweis von Proteinen mit Coomassie Brilliant Blue oder 
Ponceau S 
Mit Hilfe der Farbstoffe Coomassie Brilliant Blue oder Ponceau S werden Proteine 
unspezifisch angefärbt. Nachdem eine SDS-Gelelektrophorese wie in 2.3.4 
beschrieben durchgeführt wurde, wird das Trenngel für 10 min in Coomassie Brilliant 
Blue Lösung (50 % Methanol, 10 % Essigsäure, 0,115 % Coomassie Brilliant Blue) 
inkubiert. Anschließend wird das Gel durch mehrmaliges Waschen in Entfärbe-
Lösung (10 % Essigsäure, 10 % Methanol) soweit entfärbt, dass sich die 
Proteinbanden gut erkennen lassen. Die Färbung von Proteinen auf einer 
Nitrozellulosemembran erfolgt nach dem Blotten (siehe 2.3.5) mittels Ponceau S 
Lösung (5 % Essigsäure, 0,1 % Ponceau S), wobei die Membran mit destilliertem 
Wasser oder PBS entfärbt wird. 





Bei der Immunfluoreszenzfärbung werden Proteine auf der Oberfläche von und / oder 
in fixierten und permeabilisierten Zellen angefärbt. Dazu werden die auf 
Deckgläßchen ausgesäten Zellen fixiert (4 % PFA in PBS für 15 min) und 
permeabilisiert (0,5 % Triton X 100 in ST-Puffer für 5 min). Anschließend werden sie 
für 30 min oder (unter Zugabe von 0,1 % Natrium-Azid) bis zum Zeitpunkt der 
Färbung in Roti-Immunoblock inkubiert, um unspezifische Bindestellen zu blockieren. 
Für die Immunfluoreszenzfärbung werden 20 - 50 µl Primärantikörper (1:20 - 1:1000) 
auf die Zellen getropft und für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem 
Waschen für 10 min mit PBS werden die Zellen für 1 h mit für die Primärantikörper 
spezifischen Sekundärantikörpern (1:1000) inkubiert, die an Alexa-
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind. Gegebenenfalls wird danach erneut mit PBS 
gewaschen (3 x 10 min) und für eine Stunde mit direkt gekoppelten Primärantikörpern 
gefärbt. Anschließend werden die Zellen viermal für 10 - 15 min mit PBS gewaschen, 
wobei der Waschpuffer während des zweiten Waschschritts mit 
4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) versetzt wird. Die gefärbten Deckgläßchen 
werden mit Fluoromount-G eingedeckelt und in Dunkelheit bei 4 °C gelagert. 
Die Bilder wurden mit Hilfe des Axiophot (Zeis) Mikroskops oder des LSM 510 Meta 
(Zeiss) Mikroskops, die an eine Kamera angeschossen sind, aufgenommen. Im 
Gegensatz zu herkömmlichen Fluoreszenzmikroskopen wird bei einem Laser 
Scanning Mikroskop nicht das gesamte Präparat beleuchtet, sondern punktweise 
mit einem fokussierten Laserstrahl abgefahren. Durch eine Lochblende vor dem 
Detektor wird das Licht aus Ebenen außerhalb der Fokusebene abgefangen, 
sodass ein sehr kontrastreiches Bild entsteht. Für Bildbearbeitung und 
quantitativen Analyse wurden die Programme LSM Image Browser von Zeiss und 
ImageJ von W.S. Rasband (U.S. National Institutes of Health, USA) verwendet. 
Die Berechnung der Mander-Koeffizienten erfolgte mit Hilfe des ImageJ Plugins 
JaCoP. 
2.3.8 Durchflusszytometrie 
Nachdem die Zellen mit Hilfe von Trypsin-EDTA (05 / 0,02 % w/v in PBS) abgelöst, 
gezählt und gleiche Zellmengen pelletiert (5 min, 3.500 x g, Raumtemperatur) wurden, 
werden sie in FACS-Puffer (PBS + 3 % FCS + 0,1 % NaAzid) resuspendiert und zur 
Färbung in FACS-Röhrchen überführt. Hierzu werden die Zellen entweder für eine 
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Oberflächenfärbung lebend gefärbt oder durch Zugabe von 100 µl 4% PFA für 
10 - 15 min bei Raumtemperatur fixiert, mit FACS-Puffer gewaschen und für 5 min mit 
100 µl Triton X 100 (0,5 % in PBS) permeabilisiert. 
Die weiteren Schritte werden auf Eis oder in vorgekühlten Zentrifugen durchgeführt. 
Die Zellen werden für 1 h in 50 µl Primärantikörper inkubiert (2c/2 mAb; 0,4 µg / ml) 
und dreimal mit FACS-Puffer gewaschen (resuspendieren in 100 µl FACS-Puffer und 
abzentrifugieren für 3 min bei 3.500 x g). Anschließend werden die Zellen für 30 min 
mit 50 µl Maus-spezifischem Alexa Fluor488 gekoppeltem Sekundärantikörper 
(1:2000 in FACS-Puffer) unter Zugabe von Propidium-Iodid (1 μg / ml) inkubiert und 
erneut dreimal mit FACS-Puffer gewaschen. Propidium-Iodid dringt durch perforierte 
Zellmembranen und interkaliert mit der DNA, kann lebende Zellen mit intakter 
Zellmembran jedoch nicht anfärben. Nach dem dritten Waschschritt werden die in 
FACS-Puffer suspendierten Proben im Durchflusszytometer FACS Scan (BD 
Biosciences, Heidelberg) gemessen und die Ergebnisse mit Hilfe der Programme 
Flowing Software 2 von Perttu Terho (Turku Centre for Biotechnology, Finnland) und 
FCS Express 4 Plus von De Novo Software ausgewertet. 
2.4 Methoden der Zellbiologie 
2.4.1 Kultivierung eukariotischer Zellen 
Alle Zelllinien werden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Als 
Nährmedium für die adhärenten Cos-7, Mel JuSo Zellen wird DMEM Medium mit 
HEPES (0,5 mM), Penicillin (100 Units / ml), Streptomycin (100 µg / ml) und 10 % 
FCS verwendet, für die adhärenten IMR90S Zellen MEM Medium mit HEPES 
(0,5 mM), Natiumpyrovat (1 mM), Penicillin (100 Units / ml), Streptomycin 
(100 µg / ml) und 15 % FCS. 
Bei Exosomenpräparationen und Internalisierungsexperimenten wurden die Zellen in 
serumfreien Hybridomed DIF‐1000 Medium unter Zugabe von HEPES (0,5 mM), 
Natriumpyrovat (1 mM), Penicillin (100 Units / ml), Streptomycin (100 µg / ml) 
kultiviert. 
2.4.2 Transiente und stabile Expression in eukariotischen Zellen 
Zur Transfektion wurde das Polyethylenimine PEI Max (Polysciences, 1 µg / µl, 
pH 8.0) verwendet. Als Polykation kann PEI Max mit Nukleinsäuren, welche negativ 




geladen sind, Komplexe bilden, die dann von Zellen mittels Endozytose 
aufgenommen werden. 
Pro Tranfektionsansatz werden pro 10 cm Schale mit Zellen 5 µg - 8 µg DNA und pro 
Well (6-Well Platten) 1 - 3 µg Plasmid-DNA eingesetzt. Plasmid-DNA und PEI Max 
werden in separate Reaktionsgefäße mit NaCl-Lösung (150 mM) gegeben, wobei die 
Menge von PEI Max der dreifachen Menge der eingesetzten DNA entspricht. Beide 
Ansätze werden gemischt und anschließend für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Der Transfektionsansatz wird dem Medium der Zellen tröpfchenweise zugegeben und 
die Zellen werden für 24 - 72 h im Brutschrank inkubiert. 
Zur Herstellung stabiler Zelllinien wird eine 10er Schale transfiziert und dem Medium 
24 h nach der Transfektion das Neomycinderivat G418 (500 μg / ml) zugesetzt. Da 
neben dem Zielgen auch ein Gen für Neomycin-Resistenz exprimiert wird, kann auf 
diese Weise eine Selektion der Zellen erfolgen, die eine Expression rekombinanter 
Gene zeigen. Nach etwa zwei Wochen können der Schale stabile Klone entnommen 
und expandiert werden. 
2.4.3 Untersuchung der Internalisierung von der Zelloberfläche 
Auf Deckgläschen ausgesäte Zellen, werden wie unter 2.4.2 beschrieben transfiziert 
und 48 h im Brutschrank inkubiert. Der Primärantikörper, der spezifisch gegen das zu 
untersuchende Protein gerichtet ist (gB-spezifischer Ak 2c/2 mAb oder anti-CD63 Ak, 
Endkonzentration jeweils 1 µg / ml), wird in serumfreien Hybridomed DIF‐1000 
Medium verdünnt. Die Zellen werden mit PBS gewaschen und dann für 10 min auf Eis 
in Hybridomed DIF‐1000 Medium mit Antikörper inkubiert, sodass der Antikörper an 
das auf der Zelloberfläche vorhandene Epitop binden kann. Die Zellen werden erneut 
mit PBS gewaschen, mit DIF-Medium versetzt und für verschiedene Zeiträume im 
Brutschrank (37 °C, 5 % CO2) inkubiert, sodass Epitop und gebundener Antikörper 
internalisiert werden können. Anschließend werden die Zellen fixiert und 
permeabilisiert und wie unter 2.3.7 beschrieben gefärbt, wobei die Zugabe des 
Primärantikörpers entfällt. 
2.4.4 Gewinnung von Exosomen aus Zellkulturüberstand 
Vier bis sechs Stunden nach der Transfektion (siehe 2.4.2) wird das Medium der 
Zellen durch serumfreies Hybridomed DIF‐1000 Medium ersetzt und die Zellen für 
48 h - 72 h im Brutschrank kultiviert. Der Überstand wird abgenommen und für 30 min 
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bei 10.000 x g und 4 °C zentrifugiert, um Zelltrümmer zu entfernen. Der Überstand 
wird durch einen 0,22 μm Filter filtriert und die Exosomen für 2 h - 3 h bei 
100.000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wird in 1 ml PBS für eine Stunde 
auf Eis inkubiert, damit die Exosomen sich lösen können. Dann wird erneut bei 
100.000 x g und 4 °C für 1 h zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die 
Exosomen werden je nach geplanter Anwendung in PBS oder 2 x RSB 
aufgenommen und bis zu ihrer Verwendung bei -80 °C gelagert. 
2.4.5 Infektion von Zellen mit HSV‐1 
Zur Infektion mit HSV-1 Stamm 17+ werden die Zellen mit PBS gewaschen und 
anschließend für 24 h in virushaltigem Medium inkubiert. Die Versuche wurden mit 
freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Eis-Hübinger im Institut für Virologie der 
Universität Bonn durchgeführt. 
2.5 Statistische Methoden 
2.5.1 Deskriptive Statistik 
Um mehrere durchflusszytometrische Messungen zusammenzufassen wurden, 
Mittelwert und Standardabweichung bestimmt. Formal handelt es sich um n 
Messungen, wobei für einen Parameter die Messwerte x1,x2,...xn erfasst werden. Der 
Mittelwert (arithmetisches Mittel 𝑥 ̅), berechnet sich als die Summe aller Messwerte 






Die Standardabweichung (SD) ist die Quadratwurzel der Varianz. Die Varianz (s2) ist 
ein Messwert für die Streuung der Messwerte und berechnet sich als die quadratische 






𝑆𝐷 = √𝑠2 ). 
 
In der Arbeit wurden mehrfach Durchmesser und Anzahl von Vesikeln unter 
verschiedenen Versuchsbedingungen bestimmt und die Ergebnisse als Boxplot 
dargestellt. Werden die Messwerte x1, bis xn in aufsteigender Reihenfolge sortiert, 
lassen sich die Quartile Q1 („unteres Quartil“), Q2 („mittleres Quartil“/Median) und Q3 
(„oberes Quartil“) bestimmen. Dabei ist der Medianwert der Wert, der höher oder 




gleich hoch wie 50 % der Messwerte und niedriger oder genauso niedrig wie die 
anderen 50 % der Messwerte ist. Für das untere Quartil gilt entsprechend, dass 
mindestens 25 % der Messwerte ≤ Q1 und 75 % größer oder gleich Q1 sind, für das 
obere Quartil, dass 75 % der Messwerte ≤ Q3 und 25 % der Messwerte ≥ Q3 sind. 
Bei Messungen mit großer Standardabweichung geben die Quartile einen besseren 
Überblick über die Verteilung der Messwerte als das arithmetische Mittel allein. Sie 
lassen sich in einem Boxplot darstellen, wobei die Box die mittleren 50 % der 
Messwerte (Interquartilsabstand) umfasst. Die Linien (Antennen) außerhalb der Box 
umspannen die Messwerte bis zum kleinsten bzw. größten Messwert des 
Datensatzes (Minimum bzw. Maximum). Eine Ausnahme bilden Ausreißer, die 
außerhalb der Antenne als leerer Kreis dargestellt werden. Der Median wird durch 
einen waagerechten Strich in der Box gekennzeichnet, das arithmetische Mittel durch 
einen Punkt. 
 
2.5.2 Signifikanz und Mittelwertunterschiede 
Eine Normalverteilung ist eine symmetrische, glockenförmige Verteilung mit dem 
Mittelwert µ und der Streuung σ. Aus Mittelwert 𝑥 ̅und Standardabweichung s2 einer 
untersuchten Stichprobe lassen sich die Mittelwert µ und der Streuung σ für die 
gesamte Population schätzen. 
Ein Unterschied zwischen zwei Messreihen kann nur dann als signifikant gelten, wenn 
die Wahrscheinlichkeit, dass die gemessenen Werte der gleichen Population 
entstammen, unter einer bestimmten Schwelle liegt. Diese festgelegte Schwelle ist 
das Signifikanzniveau (α), welches in der vorliegenden Arbeit der Konvention 
entsprechend bei 5 % liegt (α = 0,05). 
Der Signifikanzwert (p) beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass die Nullhypothese 
(H0) zutrifft, nach der die beiden Messreihen einer identischen Population 
entstammen. Je niedriger der p-Wert, desto unwahrscheinlicher ist das Zutreffen der 
Nullhypothese und desto höher die Signifikanz des Messergebnisses. 
Um zu ermitteln, ob der Unterschied zwischen zwei Messreihen, bei denen eine 
Normalverteilung angenommen wird, signifikant ist, wird ein T-Test verwendet. In der 
Berechnung werden die Differenz der Mittelwerte der Messreihen, die Varianz 
innerhalb der Stichproben und die Anzahl der Messwerte berücksichtigt. Die T-Tests 
(beidseitig; für Messreihen mit unterschiedlichen Varianzen) in der vorliegenden 
Arbeit wurde mit Hilfe von Excel (Microsoft Inc., Redmond, USA) durchgeführt.   
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3 Ergebnisteil 
3.1 Charakterisierung morphologischer Verände-
rungen nach HSV-1 gB Expression 
3.1.1 HSV-1 gB induziert vergrößerte intrazelluläre Vesikel 
Die Transfektion mit für Herpes Simplex Virus Glykoprotein B (gB) kodierender cDNA 
kann in verschiedenen Zelllinien die Bildung leicht und stark vergrößerter Vesikel 
hervorrufen. Das gilt sowohl für verschiedene Stämme des Herpes Simplex Virus 
Typ 1 (HSV-1) als auch für gB Orthologe aus anderen Herpesvirusspezies (Bocuk 
2012). 
Um den zeitlichen Verlauf der Entstehung gBinduzierter Vesikel zu untersuchen, 
wurde die humane Lungenfibroblastenzelllinie IMR90S mit gB transfiziert, zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Transfektion fixiert und gegen gB 
immunfluoreszenzgefärbt (rot; Abb. 4A). Nach sechs Stunden zeigt die gB Färbung 
eine diffuse, leicht netzartige, perinukleäre Verteilung des Proteins (Abb. 4A, 6 h) und 
nach 12 Stunden sind gB positive Vesikel zu erkennen (Abb. 4A, 12 h). Im Zeitraum 
zwischen 12 und 24 Stunden nimmt die Größe der Vesikel deutlich zu (Abb. 4A, 24 h). 
Zwischen 24 und 48 Stunden kommt es zu einem weiteren Anstieg der 
Vesikeldurchmesser. Nach 48 Stunden finden sich vereinzelt Zellen mit Vesikeln, 
deren Durchmesser deutlich über 15 µm liegen (Abb. 4A, 48 h). 
Für die quantitative Analyse wurden die Durchmesser der Vesikel (> 2 µm) von 30 
Zellen pro Zeitpunkt bestimmt und die absolute Vesikelanzahl aller Zellen für jeden 
Zeitpunkt aufgetragen (Abb. 4B). 12 Stunden nach der Transfektion hat die 
überwiegende Mehrheit der Vesikel einen Durchmesser zwischen 2 µm und 5 µm, 
vereinzelt finden sich Vesikel mit einem Durchmesser von 5 - 10 µm. Nach 24 
Stunden hat sich die Anzahl der Vesikel mit einen Durchmesser von 2 µm - 5 µm und 
5 - 10 µm deutlich erhöht. Erstmals zeigen sich Vesikel, die größer sind als 10 µm 
(Abb. 4B, dunkelgrauer Balken). 48 Stunden nach der Transfektion ist die Anzahl der 
Vesikel mit einem Durchmesser von mehr als 10 µm weiter gestiegen. 
Für stark vergrößerte Vesikel (Vesikel mit einem Durchmesser von mehr als 5 µm) 
wurden für jeden Zeitpunkt die Vesikeldurchmesser als Boxplot dargestellt (Abb. 4C). 





schwarze Punkte markiert). Zwischen 24 und 48 Stunden vergrößert sich die 
Streuung innerhalb der gemessenen Vesikeldurchmesser, während sich der Median 
kaum erhöht. Nach 48 Stunden finden sich Zellen mit Vesikeln, die wesentlich größer 
als 15 µm sind (Abb. 4C). Die Induktion stark vergrößerter Vesikel durch gB erfolgt in 
IMR90S Zellen zwischen 12 und 24 Stunden, wobei die Zellen untereinander 




Abb. 4: Zeitlicher Verlauf gB induzierter Vesikelbildung. IMR90S Zellen wurden 6 h, 12 h, 
24 h und 48 h nach der Transfektion mit gB fixiert und mit 2c/2 mAb (anti-gB) und Maus-
spezifischem, mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa594 (rot) gekoppelten Sekundärantikörper 
angefärbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefärbt. (A) Die Bilder wurden mit dem 
Axiophot Mikroskop bei einer Vergrößerung von 1:1000 aufgenommen. Der eingezeichnete 
Balken entspricht einer Länge von 10 µm. (B) Für die statistischen Analysen wurden für jeden 
Zeitpunkt 30 Zellen mit dem konfokalen Mikroskop LSM-510 Meta (optische Schichtdicke 
1 µm) untersucht und mit Hilfe der Software LSM Image Browser die Durchmesser für alle 
Vesikel größer 2 µm bestimmt. (C) Die Durchmesser der Vesikel (Durchmesser größer 5 µm) 
wurden ermittelt und die Werte als Boxplot dargestellt. Die Mittelwerte sind durch einen 
schwarzen Punkt gekennzeichnet. Werte über 15 µm wurden als Ausreißer gewertet und mit 
einem weißen Kreis gekennzeichnet. 
 
Um festzustellen, ob die gB induzierten morphologischen Veränderungen einen 
zytotoxischen Effekt haben, wurde der Einfluss der gB Expression in verschiedenen 
Zelllinien auf die Anzahl der toten Zellen untersucht (Abb. 5). Dazu wurden IMR90S 
Zellen entweder mit einem GFP-Vektor oder einem Vektor transfiziert, der für gB und 
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GFP unter dem gleichen Promoter codiert (gB / GFP). Nach 48 Stunden wurden die 
Zellen geerntet, mit Propidium-Iodid (PI) inkubiert und im Durchflusszytometer 
analysiert. Für die Messung wurden ausschließlich GFP positive Zellen untersucht. 
Propidium-Iodid interkaliert mit der DNA und färbt Zellen mit perforierter Zellmembran 
an. In den Dot Plots (Abb. 5A) wurde die Fluoreszenzintensität der PI Färbung in GFP 
oder gB / GFP positiven Zellen IMR90S Zellen bestimmt. Der überwiegende Teil der 
GFP positiven Zellen besitzt eine intakte Plasmamembran und ist somit PI negativ. 
Bei der Population im eingezeichneten Quadranten handelt es sich um PI positive 
Zellen. 
Der Versuch wurde wie oben beschrieben für IMR90S Zellen und die 
Affennierenzelllinie COS-7 durchgeführt und der relative Anteil PI positiver Zellen 
graphisch dargestellt (Abb. 5B). In gB und GFP exprimierenden IMR90S und COS-7 
Zellen liegt der Anteil der toten Zellen bei 8 - 10 % und bei GFP exprimierenden 
Zellen bei 5 - 6 %. 
Um zu untersuchen, ob die gB Expression einen langfristigen zytotoxischen Effekt 
hat, wurden die humane Melanomzelllinie Mel JuSo und die stabile Mel JuSo gB 
Zelllinie mit PI gefärbt, im Durchflusszytometer untersucht und der relative Anteil PI 
positiver Zellen ermittelt (Abb. 5C). Die Zytotoxizität der Mel JuSo gB Zellen ist im 
Vergleich zu untransfizierten Mel JuSo Zellen von durchschnittlich 6 % auf 9 % 
erhöht. Insgesamt liegt der Anteil von PI positiven Zellen je nach verwendeter Zelllinie 
in Abwesenheit von gB bei etwa 6 % und bei gB Expression bei 8 - 10 %. Die 








Abb. 5: Einfluss der Expression von HSV-1 gB auf die Lebendzellzahl. (A) IMR90S Zellen, 
die GFP oder gB und GFP exprimieren, wurden 48 h nach der Transfektion geerntet und für 
eine halbe Stunde mit Propidium-Iodid (PI) gefärbt. Die Zellen wurden im Durchflusszytometer 
untersucht und GFP positive Zellen für die weiteren Analysen ausgewählt. Die Fluoreszenz im 
FL-3 Kanal wurde gegen den SSC aufgetragen. Die PI positiven Zellen befinden sich im 
eingezeichneten Quadranten. Die gezeigten Daten wurden exemplarisch aus drei 
unabhängigen Versuchen ausgewählt. (B) GFP und gB / GFP transfizierte IMR90S und COS-7 
Zellen wurden wie unter (A) ausgeführt analysiert und der prozentuale Anteil GFP und PI 
positiver Zellen bestimmt. (C) Mel JuSo Zellen ("untr.") und stabile Mel JuSo gB Zellen ("gB 
stabil") wurden mit PI gefärbt, im Durchflusszytometer untersucht und der Anteil PI positiver 
Zellen bestimmt. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung. 
3.1.2 stark vergrößerte gB induzierte Vesikel kofärben mit 
frühendosomalen Markern 
Das Glykoprotein B zeigt eine Kolokalisation mit dem spätendosomalen Marker CD63 
in moderat vergrößerten Vesikeln in Mel JuSo Zellen (Temme et al. 2010). Die 
Ergebnisse von Bocuk (Diplomarbeit, 2012) legen nahe, dass die nach gB 
Transfektion auftretenden, stark vergrößerten Vesikel ebenfalls endosomalen 
Ursprungs sind. Es wurde untersucht, ob stark und weniger stark vergrößerte gB 
induzierte Vesikel mit endosomalen Markern kofärben. Die Kolokalisation von gB mit 
den frühendosomalen Markern Rab5, EEA1 und Transferrin-Rezeptor (TfR) ist in 
Abbildung 6 dargestellt. EEA1 und Rab5 sind auf frühen Endosomen zu finden und 
spielen eine Rolle bei der Fusion frühendosomaler Membranen (Ohya et al. 2009). 
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IMR90S Zellen wurden mit gB und GFP-Rab5 (Abb. 6, a-c) oder GFP-EEA1 (e-g) 
kotransfiziert und mit gB-spezifischem Primärantikörper und fluoreszenzgekoppeltem 
Sekundärantikörper (rot) angefärbt. In der limitierenden Membran gB positiver Vesikel 
(rot) zeigt sich eine deutliche Kofärbung mit GFP-Rab5 (grün; Abb. 6, c). Bei der 
Expression von gB (rot) mit GFP-EEA1 (grün) zeigt sich ebenfalls eine deutliche 
Kolokalisation in den stark vergrößerten Vesikeln, wobei GFP-EEA1 auch das 
Vesikellumen gleichmäßig anfärbt (Abb. 6, g). In der unteren, rechten Ecke des Bildes 
(g) ist eine Zelle zu sehen, die zwar gB aber nicht GFP-EEA1 transfiziert ist und 
ebenfalls vergrößerte Vesikel bildet. Einzeltransfektionen mit GFP-Rab5 (d) oder 
GFP-EEA1 (h) führen nicht zur Bildung deutlich vergrößerter Vesikel. 
 
 
Abb. 6: Kofärbung gB exprimierender Zellen mit frühendosomalen Markern. IMR90S 
Zellen wurden mit gB und GFP-Rab5 (a-c) oder GFP-EEA1 (e-g) transfiziert. Nach 48 h 
wurden die Zellen fixiert und gB mit 2c/2 mAb und anti-Maus-Alexa594 (rot) angefärbt. Als 
Kontrolle dienten Zellen, die nur mit GFP-Rab5 (d) oder GFP-EEA1 (h) transfiziert wurden. 
(i-k): gB-GFP transfizierte IMR90S Zellen wurden mit dem Transferrin-Rezeptor (TfR)-
spezifischen Antikörper PA-1 und anti-Maus-Alexa594 Sekundärantikörper gefärbt. Die 
Färbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI. Die Aufnahmen wurden mit dem Axiophot Mikroskop 
bei einer Vergrößerung von 1:1000 aufgenommen. Die Länge des Balkens entspricht 10 µm. 
 
Der Transferrin-Rezeptor (TfR) vermittelt den Transport des Eisen-bindenden Proteins 
Transferrin vom Extrazellulärraum in Endosomen und ist auf der Plasmamembran, in 





gB-GFP (grün) transfizierten IMR90S Zellen wurde endogener Transferrin-Rezeptor 
(rot) immunfluoreszenzgefärbt. Der TfR ist deutlich in stark vergrößerten gB positiven 
Vesikeln zu finden (Abb. 6, i-k). Die Kofärbung von gB mit mehreren frühendosomalen 
Markern zeigt, dass es sich bei den stark vergrößerten gB induzierten Vesikeln um 
Strukturen frühendosomalen Ursprungs handelt. 
3.1.3 Kofärbung von gB mit Calnexin 
Um festzustellen, ob ER-Membranen an der Bildung stark vergrößerter Vesikel 
beteiligt sind, wurde die Kolokalisation von gB mit dem im Endoplasmatischen 
Retikulum (ER) lokalisierten Chaperon Calnexin untersucht (Abb. 7). gB transfizierte 
IMR90S Zellen wurden mit anti-His-Antikörper (gegen den His-Tag von gB, grün) und 
Calnexin-spezifischem Antikörper (rot) immunfluoreszenzgefärbt und mit dem LSM-
510 Meta Mikroskop untersucht (Abb. 7, a-d). Als zusätzliche Kontrolle wurden gB 
transfizierte IMR90S Zellen mit EEA1-spezifischem (grün) und Calnexin-spezifischem 
Antikörper (rot) immunfluoreszenzgefärbt (Abb. 7, e-h). 
 
 
Abb. 7: Kofärbung von gB mit Calnexin. Die Immunfluoreszenzfärbung gB transfizierter 
IMR90S Zellen erfolgte mittels Calnexin-spezifischem Antikörper / anti-Maus-Alexa594 (rot) 
und anti-His-Antikörper (gB besitzt einen His-Tag) / anti-Kaninchen-Alexa488 (grün, a-d) oder 
mit Calnexin-spezifischem Antikörper / anti-Maus-Alexa594 und anti-EEA1-
Antikörper / anti-Kaninchen-Alexa488 (e-h). Die Aufnahmen wurden mit dem konfokalen 
Mikroskop LSM-510 Meta aufgenommen (Vergrößerung von 1:1000, optische Schichtdicke 
1 µm). Die Positionen der Zellkerne sind mit N gekennzeichnet. Die Länge der Balken 
entspricht 10 µm und im vergrößert dargestellten Ausschnitt 5 µm. 
 
Die Vergrößerung (Abb. 7, d) zeigt, dass zwischen gB und Calnexin keine 
Kolokalisation zu beobachten ist, obwohl es sich bei beiden Proteinen um 
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Membranproteine handelt. Auch zwischen EEA1 und Calnexin gibt es keine 
Kolokalisation (h). Die Bildung stark vergrößerter gB induzierter Vesikel erfolgt ohne 
Beteiligung der ER-Membran. 
3.1.4 gB induzierte leicht vergrößerte Vesikel kolokalisieren mit 
spätendosomalen Markern 
Ein Teil der in Mel JuSo nach gB Transfektion gebildeten, vergrößerten Vesikel ist 
spätendosomalen Ursprungs (Temme et al. 2010). Um mögliche Unterschiede 
zwischen den zuvor gezeigten großen gB induzierten Vesikeln und den von Temme 
beschriebenen Vesikeln zu untersuchen, wurde gB mit den spätendosomalen 
Markern CD63 und Rab7b kogefärbt (Abb. 8). Dazu wurden IMR90S Zellen mit 
gB-GFP transfiziert und endogenes CD63 mittels Immunfluoreszenzfärbung sichtbar 
gemacht (rot; Abb. 8, a-c). CD63 kolokalisiert mit gB in leicht vergrößerten Vesikeln 
(weiße Pfeile), jedoch nicht in stark vergrößerten Vesikeln. 
Außerdem wurden IMR90S Zellen mit gB-mCherry (rot) und GFP-Rab7b (grün) 
kotransfiziert (Abb. 8, d-g). Auch GFP-Rab7b kolokalisiert mit gB in leicht 
vergrößerten Vesikeln (weiße Pfeile). Es kommt zu keiner Kolokalisation in moderat 
vergrößerten Vesikeln. Aufgrund der GFP-Rab7b Überexpression kommt es zu einer 
leichten zytoplasmatischen Färbung und die Durchmesser der stark vergrößerten 
Vesikel sind geringer als bei der Einzeltransfektion mit gB-GFP. Eine 
Kontrolltransfektion mit GFP-Rab7b zeigt, dass GFP-Rab7b keine Bildung moderat 
vergrößerter Vesikel induzieren kann (Abb. 8, g). Es lassen sich zwei Populationen gB 
induzierter Vesikel unterscheiden: leicht vergrößerte Vesikel spätendosomalen 








Abb. 8: Lokalisation von gB induzierten Vesikeln und spätendosomalen Markern. In 
gB-GFP transfizierten IMR90S Zellen wurde mittels CD63-spezifischem Antikörper und 
anti-Maus-Alexa594 (rot) das endogene CD63 angefärbt (a-c). IMR90S Zellen wurden mit 
gB-mCherry und GFP-Rab7 transfiziert (d-f). GFP-Rab7b transfizierte IMR90S Zellen dienen 
als Negativkontrolle (g). Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt. Vesikel, in denen eine 
Kolokalisation der spätendosomalen Marker mit gB zu sehen ist, wurden exemplarisch durch 
weiße Pfeile gekennzeichnet. Die Aufnahmen wurden mit dem Axiophot Mikroskop bei einer 
Vergrößerung von 1:1000 aufgenommen. Die Länge des Balkens entspricht 10 µm. 
3.1.5 Der PI3P-Kinaseinhibitor Wortmannin hemmt die gB induzierte 
Vesikelbildung 
Die Wirkung von Inhibitoren der frühendosomalen Vesikelvergrößerung lässt sich in 
IMR90S Zellen durch eine Veränderung der Vesikelgröße direkt erkennen und erlaubt 
Rückschlüsse auf den der Vesikelvergrößerung zu Grunde liegt Mechanismus. Die 
Bildung von Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI3P) durch PI3-Kinasen ist, neben 
aktivem Rab5, essentiell für die durch Rab5 und EEA1 vermittelte Vesikelfusion. PI3P 
kann durch EEA1 und andere Proteine mit FYVE Domäne spezifisch gebunden 
werden und vermittelt die Rekrutierung dieser Proteine zur frühendosomalen 
Membran (Christoforidis et al. 1999; Shin et al. 2005). 
Um zu testen, ob die gB induzierte Vesikelvergrößerung PI3P abhängig ist, wurden 
IMR90S Zellen mit mCherry-Rab5 und gB-GFP transfiziert und 19 h nach der 
Transfektion für fünf Stunden mit dem PI3-Kinaseinhibitor Wortmannin behandelt 
(Abb. 9, a-c). Dabei dienten DMSO behandelte Zellen als Negativkontrolle (Abb. 9, 
d-f). Nach der Wortmanninbehandlung sind die Durchmesser gB-GFP und 
mCherry-Rab5 positiver Vesikel im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen deutlich 
verringert (Abb. 9, c, f). Weil es sich bei den nach der Behandlung mit Wortmannin 
auftretenden, leicht vergrößerten Vesikeln um Rab5 positive Vesikel frühendosomalen 
Ursprungs handelt, ist davon auszugehen, dass die Verringerung der 
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Vesikeldurchmesser auf die Inhibition durch Wortmannin zurückzuführen ist. 
GFP-2xFYVE transfizierte IMR90S Zellen wurden als Positivkontrolle verwendet, da 
bei erfolgreicher Inhibition der PI3-Kinasen durch Wortmannin kein PI3P gebildet wird, 
sodass das GFP-2xFYVE nicht an die frühendosomale Membran binden kann und 
zytosolisch vorliegt (Abb. 9, g, h). 
Um den Effekt der Behandlung mit Wortmannin zu quantifizieren, wurden für jeweils 
zehn Wortmannin oder DMSO behandelte Zellen die Anzahl und die Durchmesser 
mCherry-Rab5 und gB-GFP positiver Vesikel bestimmt (Abb. 9, i). Nach 
Wortmanninbehandlung ist die Anzahl der gB-GFP und mCherry-Rab5 positiven 
Vesikel mit einem Durchmesser größer 5 µm im Vergleich zur DMSO-Kontrolle stark 
reduziert. Die Mehrzahl der Vesikel hat nach Wortmanninbehandlung einen 
Durchmesser von unter 2 µm. Der Größenunterschied zwischen den Vesikeln in 
DMSO und in Wortmannin behandelten Zellen ist signifikant (p < 0,0001). 
In DMSO behandelten Zellen gibt es weniger Vesikel mit Durchmessern unter  2 µm 
als in Wortmannin behandelten Zellen, was ebenfalls dafür spricht, dass die stark 
vergrößerten Vesikel durch eine PI3P abhängige Fusion aus kleineren mCherry-Rab5 
und gB-GFP positiven Vesikeln entstehen. Die durch gB induzierte Vesikelfusion ist 







Abb. 9: Behandlung gB transfizierter Zellen mit dem PI3-Kinaseinhibitor Wortmannin. 
19 h nach der Transfektion mit mCherry-Rab5 und gB-GFP wurden IMR90S Zellen für 5 h mit 
dem PI3-Kinaseinhibitor Wortmannin gelöst in DMSO inkubiert (Endkonzentration 1 µM), 
wobei das Medium aufgrund der geringen Halbwertzeit von Wortmannin alle halbe Stunde 
gewechselt wurde (a-c). DMSO behandelte Zellen dienten als Negativkontrolle (d-f). Als 
Kontrolle für die Wirkung von Wortmannin wurden GFP-2xFYVE transfizierte IMR90S Zellen 
verwendet (g, h). Die Aufnahmen wurden mit Hilfe des LSM-510 Meta Mikroskops 
aufgenommen (Vergrößerung 1:1000, optische Schichtdicke 1 µm). Die Positionen der 
Zellkerne wurden mit N markiert, die Länge der Balken entspricht 10 µm. (i): Die Anzahl und 
Durchmesser der Vesikel aus jeweils 10 Wortmannin oder DMSO behandelten Zellen wurden 
bestimmt und die Gesamtanzahl der Vesikel graphisch dargestellt. 
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3.2 Die Rolle zytoplasmatischer Transportmotive im 
endosomalen Transport 
Das Glykoprotein B besteht aus einer großen Ektodomäne, einer 
Transmembrandomäne und einer kurzen zytoplasmatischen Domäne. Die 
Aminosäuresequenz des zytoplasmatischen Teils von gB ist in Abbildung 10 
dargestellt (erste Zeile). Sie enthält mehrere Signalmotive, die sowohl innerhalb der 
HSV-1 Stämme als auch verschiedener Herpesviridae konserviert sind. Dabei handelt 
es sich um zwei Tyrosin-basierte Motive (849YMAL852 und 889YTQV892) und ein Di-
Leucin Motiv (871LL872) (Beitia Ortiz de Zarate et al. 2004). 
 
gB (904 aa) -YVMRLQSNPMKALYPLTTKELKNPTNPDASGEGEEGGDFDEAKLAEAREMIRYMALVSAMERTEHKAKKKGTSALLSAKVTDMVMRKRRNTNYTQVPNKDGDADEDDL 
gBΔ895-904 -YVMRLQSNPMKALYPLTTKELKNPTNPDASGEGEEGGDFDEAKLAEAREMIRYMALVSAMERTEHKAKKKGTSALLSAKVTDMVMRKRRNTNYTQVPN – V5-Tag 
gBΔ889-904 -YVMRLQSNPMKALYPLTTKELKNPTNPDASGEGEEGGDFDEAKLAEAREMIRYMALVSAMERTEHKAKKKGTSALLSAKVTDMVMRKRRNTN – V5-Tag 
gBΔ877-904 -YVMRLQSNPMKALYPLTTKELKNPTNPDASGEGEEGGDFDEAKLAEAREMIRYMALVSAMERTEHKAKKKGTSALLSAKV – V5-Tag 
gBΔ855-904 -YVMRLQSNPMKALYPLTTKELKNPTNPDASGEGEEGGDFDEAKLAEAREMIRYMALVS – V5-Tag 
gBΔ805-904 -YVMRLQSN – V5-Tag 
gB804-YMAL -YVMRLQSNYMAL– V5-Tag 
Abb. 10: Sequenzen der zytoplasmatischen Domänen von gB-Deletionsmutanten. Die 
Aminosäuresequenz der zytoplasmatischen Domäne von gB (erste Reihe) enthält drei 
Signalmotive: ein Di-Leucin Motiv (blau) und zwei Tyrosin-basierte Motive (grün und rot). Der 
zytoplasmatische Teil von gB wurde sukzessive deletiert (zweite bis sechste Reihe). 
Zusätzlich wurde ein Konstrukt kloniert, bei dem sich das Tyrosin-basierte Motiv YMAL direkt 
hinter den ersten acht Aminosäuren des zytoplasmatischen Teils befindet (siebte Reihe). 
3.2.1 Das YMAL Motiv wirkt als ER-Exportsignal 
Um die Rolle der zytoplasmatischen Signalmotive beim endosomalen Transport von 
gB genauer zu untersuchen, wurden zytoplasmatische Deletionskonstrukte 
hergestellt, bei denen ein oder mehrere Signalmotive deletiert wurden (Abb. 10, 
Zeile 2 - 6). Beim gBΔ895-904 (Zeile 2) fehlen die letzten zehn Aminosäuren, 
während alle drei Signalmotive noch vorhanden sind. Die Deletionskonstrukte 
gBΔ889-904 und gBΔ877-904 (Zeile 3 - 4) enthalten das 849YMAL852 und das Di-
Leucin Motiv, wobei das gBΔ889-904 direkt vor dem 889YTQV892 Motiv deletiert und 
das gBΔ877-904 wenige Aminosäuren nach dem 871LL872 verkürzt wurde. Das 
gBΔ855-904 Konstrukt (Zeile 5) enthält ausschließlich das 849YMAL852 Motiv und zur 
Herstellung des gBΔ805-904 Konstrukts (Zeile 6) wurde der komplette 
zytoplasmatische Teil bis auf acht Aminosäuren deletiert. Mit Hilfe des gB804-YMAL 





Aminosäuren deletiert und das YMAL Motiv angehängt wurde, sollte die Funktion des 
YMAL Motivs untersucht werden. 
Um festzustellen, ob alle Konstrukte exprimiert und aus dem Golgi transportiert 
werden, wurden eine Reihe von Glykosidase Verdauen durchgeführt (Abb. 11A). 
Export- und Membranproteine werden glykosyliert, wobei es durch die Aktivität der 
Golgi-Mannosidase II zu einer Resistenz N-glykosylierter Proteine gegenüber einem 
EndoGlykosidase H (Endo H) Verdau kommt. Die Peptid-N-Glykosidase F 
(PNGase F) hingegen kann weitgehend alle Oligosaccharide von N-glykosylierten 
Proteinen abspalten, sodass weitestgehend deglykosylierte Proteine entstehen. 
IMR90S Zellen wurden mit gB oder gB-Deletionskonstrukten transfiziert und ein 
Endo H Verdau der Zelllysate durchgeführt (Abb. 11A). Als Referenz dienen zum 
einen unverdaute Proben und zum anderen Proben, die mit PNGase F verdaut 
wurden. Die Größenunterschiede zwischen verdauten und unverdauten Proben 
werden mittels Auftrennung durch SDS-PAGE und anschließender Immundetektion 
der Deletionskonstrukte sichtbar gemacht (siehe Abschnitt 2.5). 
Alle Deletionskonstrukte lassen sich in IMR90S Zellen exprimieren (Abb. 11A Probe 
4, 7, 10, 13, 16 und 19). Der Endo H Verdau von gB (Abb. 11A, Spalte 2) zeigt im 
Vergleich zur unverdauten Probe (Spalte 1) eine Verschiebung der Bande nach 
unten, liegt jedoch höher als die PNGase F verdauten Bande (Spalte 3). gB ist partiell 
sensitiv gegenüber einem Endo H Verdau, das bedeutet, dass ein Teil der 
N-glykosylierten Zuckerketten während der Reifung nicht durch die Golgi-
Mannosidase II modifiziert wird. Auch die Deletionskonstrukte gBΔ895-904 
(Spalte 4 - 6), gBΔ889-904 (Spalte 7 - 9), gBΔ877-904 (Spalte 10 - 12) und 
gBΔ855-904 (Spalte 13 - 15) sind partiell sensitiv gegenüber einem Endo H Verdau, 
werden also zum Golgi exportiert. Bei Konstrukt gBΔ805-904 (Spalte 16 - 18), bei 
welchem die zytoplasmatische Domäne fast vollständig deletiert wurde, befinden sich 
Endo H verdaute (Spalte 17) und PNGase F verdaute Bande (Spalte 18) auf gleicher 
Höhe. Das Konstrukt ist somit Endo H sensitiv. Das gB804-YMAL Konstrukt, das sich 
von dem gBΔ805-904 Konstrukt nur durch das angehängte YMAL Motiv 
unterscheidet, ist partiell Endo H resistent (Spalte 19 - 21). Es konnte folglich gezeigt 
werden, dass das YMAL Motiv als ER-Exportsignal wirkt. 
Nach dem Export aus dem Trans-Golgi-Netzwerk erfolgt der Transport von 
Membranproteinen zur Zelloberfläche, ohne dass weitere Signalmotive notwendig 
sind (Pfeffer und Rothman 1987). Um die Oberflächenexpression der 
Deletionskonstrukte zu ermitteln, wurden IMR90S Zellen mit gB oder 
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gB-Deletionskonstrukten transfiziert, eine Oberflächenfärbung durchgeführt und die 
Proben im Durchflusszytometer analysiert (Abb. 11B, erste Zeile). Ein Teil der Proben 
wurde zur Kontrolle der Transfektion vor der Färbung fixiert und permeabilisiert 
(zweite Zeile). Sowohl gB als auch die Deletionskonstrukte gBΔ895-904, 
gBΔ889-904, gBΔ877-904 und gBΔ855-904, die alle das YMAL Motiv enthalten, 
werden auf der Oberfläche exprimiert (Abb. 11B, Spalte 2 - 6). Das gBΔ805-904 
Konstrukt (Spalte 7) wird zwar in den transfizierten Zellen exprimiert (zweite Zeile), 
zeigt jedoch keine Oberflächenexpression (erste Zeile). Das gB804-YMAL hingegen 
wird auf der Oberfläche exprimiert (Spalte 8). Das YMAL Motiv vermittelt den ER-
Export und den Transport des gB zur Plasmamembran. 
 
 
Abb. 11: Expression von gB-Deletionsmutanten. (A) IMR90S Zellen wurden mit gB (1 - 3), 
oder den C-terminalen Deletionskonstrukten gBΔ895-904 (4 - 6), gBΔ889-904 (7 - 9), 
gBΔ877-904 (10 - 12), gBΔ855-904 (13 - 15), gBΔ805-904 (16 - 18) oder gB804-YMAL 
(19 - 21) transfiziert. Die Zellen wurden lysiert und entweder nicht behandelt (gekennzeichnet 
durch Ø; 1, 4, 7, 10, 13, 16 und 19), oder mit EndoGlykosidase H (gekennzeichnet durch EH; 
2, 5, 8, 11, 14, 17 und 20) oder mit Peptid-N-Glykosidase F (gekennzeichnet durch PF; 3, 6, 9, 
12, 15, 18 und 21) verdaut und dann mittels SDS-PAGE aufgetrennt. gB wurde mit Hilfe des 
gB-spezifischen Antikörpers 10B7 und die gB-Deletionsmutanten mit Hilfe eines anti-V5-
Antikörpers angefärbt, wobei jeweils ein Maus-spezifischer HRP gekoppelter 
Sekundärantikörper verwendet wurde. (B) IMR90S Zellen, die gB oder gB-Deletionskonstrukte 
exprimieren, wurden entweder direkt (obere Reihe) oder nach Fixierung mit PFA und 
Permeabilisierung mit Triton X 100 (untere Reihe) mit dem gB-spezifischen 
2c/2 mAb / anti-Maus-Alexa488 und Propidium-Iodid (PI) gefärbt. Die Fluoreszenzintensität im 
FL-1 Kanal wurde gegen den SSC aufgetragen und ein Counterplot aufgenommen. Die 






3.2.2 Der 889YTQVPN894 Sequenzbereich ist für die Lokalisation von gB 
im frühen Endosom erforderlich 
Als nächstes wurde die Rolle der zytoplasmatischen Motive während des 
endosomalen Transports untersucht. Dazu wurden IMR90S Zellen mit gB oder 
gB-Deletionskonstrukten transfiziert, nach 48 Stunden fixiert und die gB-Konstrukte 
mit den Endosomenmarkern EEA1 und CD63 kogefärbt und mit dem konfokalen 
Mikroskop LSM-510 Meta untersucht (Abb. 12). Das Deletionskonstrukt gBΔ895-904 
(b, f), bei dem nur die letzten zehn Aminosäuren fehlen, aber alle zytoplasmatischen 
Signalmotive vorhanden sind, zeigt eine ähnliche zelluläre Verteilung wie das Wildtyp 
gB (a, e): Es findet sich auf der Zelloberfläche und kolokalisiert mit dem 
frühendosomalen Marker EEA1 in stark vergrößerten und mit dem spätendosomalen 
Marker CD63 in leicht vergrößerten Vesikeln. Die beiden Konstrukte gBΔ889-904 und 
gBΔ877-904, denen das YTQV Motiv fehlt, führen weder zu einer Bildung stark 
vergrößerter frühendosomaler Vesikel, noch zeigen sie eine Kolokalisation mit EEA1 
(c, d). Eine Kolokalisation mit dem spätendosomalen Marker CD63 konnte jedoch 
gezeigt werden (g, h). 
Bei der Mutante, bei der zusätzlich das 871LL872 Motiv deletiert ist (gBΔ877-904), zeigt 
sich eine vesikuläre Färbung, die mit dem spätendosomalen Marker CD63 kofärbt 
(m), während keine Kofärbung mit EEA1 zu beobachten ist (i). 
gBΔ805-904 zeigt keine Kolokalisation mit endosomalen Markern (j, n) und eine 
deutliche Kofärbung mit dem ER-Marker Calnexin (l). Ist bei diesem 
Deletionskonstrukt jedoch ein YMAL Motiv angehängt (gBΔ804-YMAL), ähnelt die 
zelluläre Verteilung der beim gBΔ877-904 Konstrukt beobachteten: Die Färbung ist 
vesikulär und die Vesikel sind CD63 positiv (k, o). 
Insgesamt lässt sich festhalten, dass der 889YTQVPN894 Sequenzbereich für die 
Akkumulation von gB im frühen Endosom benötigt wird. Das YMAL Motiv ist für den 
Transport ins späte Endosom ausreichend. 
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Abb. 12: Endosomale Sortierung von gB-Deletionskonstrukten in Abhängigkeit von 
vorhandenen Signalsequenzen. IMR90S Zellen wurden mit gB oder den C-terminalen 
Deletionskonstrukten gBΔ895-904, gBΔ889-904, gBΔ877-904, gBΔ855-904, gBΔ805-904 oder 
gB804-YMAL transfiziert. Die Immunfluoreszenzfärbung wurde mit 2c/2 mAb (gB) oder 
anti-V5-Antiköper (gBΔ) und anti-Maus-Alexa594 (rot) sowie mit anti-EEA1-
Antikörper / anti-Kaninchen-Alexa488 (grün) durchgeführt (a-d, i-k). Außerdem wurden 
anti-His-Antikörper / anti-Kaninchen-Alexa488 (gB und gBΔ) und anti-CD63 / anti-Maus-
Alexa594 verwendet (e-h, m-o). Mit dem gBΔ805-904 Konstrukt transfizierte IMR90S Zellen 
wurden mit anti-His-Antikörper / anti-Kaninchen-Alexa488 und anti-Calnexin / anti-Maus-
Alexa594 gefärbt (l). Die Zellpräparate wurden mit Hilfe des LSM-510 Meta Mikroskops bei 
einer Vergrößerung 1:1000 (optische Schichtdicke von 1 µm) untersucht. Die Länge der 
Balken entspricht 10 µm. In den Aufnahmen sind die Positionen der Zellkerne mit N und stark 
vergrößerte gB induzierte Vesikel mit V markiert. 
 
Während der endosomalen Reifung bilden sich multivesikuläre Endosomen, wobei die 





2014). Die multivesikulären Endosomen, können mit der Plasmamembran fusionieren, 
wobei die ILVs als Exosomen sekretiert werden (Bobrie et al. 2011). Dabei wird gB 
vermehrt in den exsosomalen Weg sortiert (Temme et al. 2010). 
Um zu untersuchen, welche zytoplasmatischen Signalmotive für die Sortierung in 
intraluminale Vesikel und die Exosomensekretion von gB eine Rolle spielen, wurden 
IMR90S Zellen mit gB oder gB-Deletionskonstrukten transfiziert, für drei Tage in FCS 
freiem Medium inkubiert und die Zellüberstände verwendet, um Exosomen zu 
präparieren. Die aufgereinigten Exosomen wurden mittels SDS-PAGE und 
anschließender Immundetektion untersucht (Abb. 13, Spalte 1 - 7, untransfizierte 
Kontrolle Spalte 8). 
 
 
Abb. 13: Nachweis von gB und gB-Deletionskonstrukten in Exosomen. Die Exosomen 
wurden aus dem Zellüberstand von IMR90S Zellen isoliert, die mit gB oder den 
Deletionskonstrukten gBΔ895-904, gBΔ889-904, gBΔ877-904, gBΔ855-904, gBΔ805-904 oder 
gB804-YMAL transfiziert wurden. Die Exosomen untransfizierter Zellen wurden als Kontrolle 
verwendet. Zelllysate und lysierte Exosomen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und über 
spezifische Antikörper gegen gB (10B7, Spalte 1) oder V5 (gegen den V5-Tag der 
Deletionskonstrukte, Spalte 2-8) nachgewiesen (erste und dritte Reihe). Der Nachweis von 
HLA Klasse I durch den spezifischen Antikörper HC10 dient als Kontrolle für die 
Exosomenpräparation (zweite Reihe). 
 
Dazu wurden die gB-Konstrukte mittels spezifischer Antikörper in den Exosomen 
nachgewiesen (Abb. 13, Reihe 1). Der Nachweis von MHC I in den Exosomen dient 
als Kontrolle der Präparation (Reihe 2), der Nachweis der gB-Konstrukte in den 
zugehörigen Zelllysaten als Transfektionskontrolle (Reihe 3). Sowohl gB als auch alle 
Deletionskonstrukte, die das YMAL Motiv enthalten (gBΔ895-904, gBΔ889-904, 
gBΔ877-904 und gBΔ855-904; Abb. 13, Spalte 1 - 5), sind in den Exosomen 
nachweisbar, gleiches gilt für gB804-YMAL, bei dem das YMAL Motiv angehängt ist 
(Spalte 7). Allein das gBΔ805-904, welches nicht aus dem ER exportiert wird, ist auch 
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nicht in Exosomen zu finden (Spalte 6). Das YMAL Motiv ist folglich ausreichend um 
die Sortierung von gB in den exosomalen Weg zu gewährleisten. 
3.2.3 Untersuchung des Transports von Antikörper gebundenem gB in 
frühe Endosomen nach Internalisierung 
Konstrukte, denen der 889YTQVPN894  Sequenzbereich fehlt, zeigen eine 
Kolokalisation mit spätendosomalen Markern, nicht aber mit frühendosomalen 
Markern. Um die Rolle der Sequenz bei der Sortierung nach Internalisierung zu 
untersuchen, wurde zunächst der Transport von Wildtyp gB von der Zelloberfläche 
untersucht (Abb. 14). Dazu wurden IMR90S Zellen mit gB-GFP transfiziert (Abb. 14A) 
und 48 h nach der Transfektion mit dem gB-spezifischen Antikörper 2c/2 mAb 
inkubiert. Anschließend wurde die Internalisierung des Antikörpers untersucht. Dazu 
wurden die Zellen für verschiedene Zeitspannen bei 37 °C inkubiert und dann eine 
Immunfluoreszenzfärbung mit einem fluoreszenzgekoppelten Sekundärantikörper (rot) 
durchgeführt, der den Maus 2c/2 mAb erkennt. Während das fluoreszierende GFP-
Protein das gesamte, in der Zelle exprimierte gB-GFP anfärbt (grün; Abb. 14A, a-d), 
wird durch die Immunfluoreszenzfärbung nur der Anteil des Proteins sichtbar, der 
während der Antikörper-Inkubation auf der Oberfläche exprimiert war (rot; Abb. 14A, 
e-h). 
Um zu überprüfen, ob es sich bei den Vesikeln, in die gB endozytiert wird, um frühe 
Endosomen handelt, wurden IMR90S Zellen mit gB transfiziert und wie oben 
beschrieben mit 2c/2 mAb-haltigem Medium inkubiert (Abb. 14B). Die 
Immunfluoreszenzfärbung wurde mit Antikörpern gegen endogenes EEA1 (grün; 
Abb. 14B, a-d) und mit einem Sekundärantikörper gegen 2c/2 mAb (rot; Abb. 14B, 
e-h) durchgeführt. 
Direkt nach der Inkubation mit gB-spezifischem Antikörper ist ausschließlich die 
Zelloberfläche angefärbt (Abb. 14A und B, 0 min). Nach 20 Minuten ist die Färbung 
nicht nur auf der Zelloberfläche, sondern auch in kleineren Vesikeln in der 
Zellperipherie zu finden (Abb. 14A und B, 20 min). Eine Kolokalisation in moderat 
vergrößerten, gB induzierten Vesikeln ist nach 40 Minuten zu beobachten. Nach 
60 Minuten ist sie auch in stark vergrößerten Vesikeln deutlich zu sehen, wobei es 
sich in beiden Fällen um frühe Endosomen handelt (Abb. 14A und B, 40 min und 
60 min). Die Internalisierung von gB und der anschließende Transport in stark 






Abb. 14: Internalisierung von gB gebundenem Antikörper von der Zelloberfläche in 
vergrößerte Endosomen. gB transfizierte IMR90S Zellen wurden für 10 min mit dem gB-
spezifischen 2c/2 mAb Antikörper auf Eis inkubiert, gewaschen und für 0 min, 20 min, 40 min 
und 60 min im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden sie fixiert, 
immunfluoreszenzgefärbt und mit dem LSM-510 Meta Mikroskop untersucht (Vergrößerung 
1:1000, optische Schichtdicke 1 µm, Balken entspricht 10 µm). Die Positionen der Zellkerne ist 
mit N gekennzeichnet. (A) gB-GFP transfizierte IMR90S Zellen wurden nach der 
Internalisierung des 2c/2 mAb mit anti-Maus-Alexa594 Sekundärantikörper (rot) angefärbt. (B) 
Die Färbung gB transfizierter IMR90S Zellen wurde mit anti-EEA1-Antikörper / anti-Kaninchen-
Alexa488 (grün) und anti-Maus-Alexa594 Sekundärantikörper (gegen den internalisierten 
2c/2 mAb) durchgeführt. 
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Als nächstes sollte untersucht werden, ob für den Transport von gB von der 
Plasmamembran ins frühe Endosom der Sequenzbereich benötigt wird, in dem das 
889YTQV892 Motiv liegt (Abb. 15). Dazu wurden IMR90S Zellen mit dem gBΔ877-904 
Konstrukt transfiziert, dem das 889YTQV892 Motiv fehlt, mit 2c/2 mAb-haltigem Medium 
inkubiert und eine Immunfluoreszenzfärbung gegen EEA1 (grün) und 2c/2 mAb (rot) 
durchgeführt. In den ersten 20 Minuten ist das gBΔ877-904 Konstrukt nur auf der 
Zelloberfläche zu sehen (Abb. 15, 0 min, 20 min). Das gBΔ877-904 Konstrukt zeigt 
nach 40 Minuten eine Färbung in vesikulären Strukturen und nach 60 Minuten eine 
Kolokalisation von gBΔ877-904 und EEA1 (Abb. 15, 40 min und 60 min). Um zu 
prüfen, ob der Transport spätendosomaler Proteine über das frühe Endosom nach 
Internalisierung mit der verwendeten Methode nachweisbar ist, wurden untransfizierte 
Zellen mit Medium inkubiert, welches CD63-spezifischen Mausantikörper enthielt, und 
mit EEA1-spezifischen Antikörpern (grün) und Maus-spezifischem Antikörper (rot) 
gefärbt. Nach 40 Minuten kommt es zu einer sichtbaren Kolokalisation von 
internalisiertem CD63 mit EEA1 (Abb. 15; e, j, o). Die Internalisierung von gB in frühe 
Endosomen erfolgt auch in Abwesenheit des YTQV Motivs. 
 
 
Abb. 15: Internalisierung von gBΔ877-904 gebundenem Antikörper von der 
Zelloberfläche in frühe Endosomen. gBΔ877-904 transfizierte IMR90S Zellen wurden für 
10 min mit dem gB-spezifischen 2c/2 mAb Mausantikörper auf Eis inkubiert und anschießend 
mit PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen für 0 min, 20 min, 40 min und 60 min im 
Brutschrank inkubiert, fixiert und immunfluoreszenzgefärbt. Als Kontrolle dienten 
untransfizierte IMR90S Zellen, die für 10 min mit CD63-spezifischem Mausantikörper auf Eis 
und anschließend 40 min im Brutschrank inkubiert wurden. In beiden Fällen erfolgte die 
Färbung mit anti-EEA1-Antikörper / anti-Kaninchen-Alexa488 (grün) und anti-Maus-Alexa594 
Sekundärantikörper (rot). Die Bilder wurden mit dem LSM-510 Meta aufgenommen 
(Vergrößerung 1:1000, optische Schichtdicke 1 µm, Balken entspricht 10 µm). Die Position der 






3.2.4 Einfluss der Trimerisierung auf den Transport von gB 
Die Trimerisierung von gB wird durch zahlreiche Interaktionen der Protomere 
untereinander vermittelt (Heldwein et al. 2006). Die zytoplasmatische Domäne von gB 
liegt ebenfalls in trimerisierter Form vor, wobei die Trimerisierung durch die ersten 50 
Aminosäuren der zytoplasmatischen Domäne vermittelt wird (Chowdary und Heldwein 
2010). Um die Bedeutung der Trimerisierung des zytoplasmatischen Teils von gB für 
die Sortierung in endosomale Kompartimente genauer zu untersuchen, wurde ein 
Fusionsprotein aus der luminalen und der Transmembrandomäne von HLA-A2 und 
der zytoplasmatischen Domäne von gB hergestellt (HLA-A2-gBC; Abb. 16A). Während 
gB ein Homotrimer ist (Heldwein et al. 2006), besteht MHC Klasse I aus einer 
polymorphen, schweren Kette, die mit β2-Mikroglobulin dimerisiert (Neefjes et al. 
2011). 
Zur Kontrolle der Expression wurden IMR90S Zellen mit HLA-A2 oder dem 
Fusionskonstrukt HLA-A2-gBC transfiziert, die Zelllysate mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und die Proteine per Immundetektion nachgewiesen (Abb. 16B). Dabei 
wurde zum einen ein V5-spezifischer Antikörper (Abb. 16B, erste Reihe) und zum 
anderen ein MHC Klasse I-spezifischer Antikörper verwendet (Abb. 16B, zweite 
Reihe). Letzterer erkennt zusätzlich endogenes MHC Klasse I (untere Bande). 
Dadurch, dass die zytoplasmatische Domäne von gB größer ist als die von HLA-A2 
(vgl. Abb. 16A zweite Zeile), lassen sich endogenes MHC Klasse I und Fusionsprotein 
unterscheiden. 
IMR90S Zellen wurden mit HLA-A2 oder HLA-A2-gBC transfiziert und die fixierten 
Zellen mit anti-V5-Antikörper immunfluoreszenzgefärbt (Abb. 16C). HLA-A2 zeigt eine 
gleichmäßige, stellenweise leicht netzartige Verteilung über die ganze Zelle 
(Abb. 16C, links). Die Färbung des HLA-A2-gBC ähnelt der des HLA-A2 (Abb. 16C, 
rechts). Eine Bildung sichtbar vergrößerter Vesikel ist nicht erkennbar. Die monomere 






Abb. 16: Expression eines Fusionsproteins mit der zytoplasmatischen Domäne von gB. 
(A) Die Struktur eines Fusionsproteins aus gB (erste Zeile) und HLA-A2 (zweite Zeile) wurde 
schematisch dargestellt. Das HLA-A2-gBC Konstrukt (dritte Zeile) besteht aus der Ektodomäne 
("luminal") und der Transmembrandomäne ("TM") von HLA-A2 (Aminosäure 1 - 332) und der 
zytoplasmatischen Domäne ("zytopl.") von gB (Aminosäure 796 - 904). (B) Die Lysate von 
HLA-A2 oder HLA-A2-gBC transfizierten oder untransfizierten IMR90S Zellen wurden mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt und entweder mit anti-V5-Antikörper (gegen den V5-Tag der 
Konstrukte; erste Reihe) oder dem MHC I-spezifischen Antikörper HC10 (zweite Reihe) und 
anti-Maus-HRP angefärbt. (C) HLA-A2 oder HLA-A2-gBC transfizierte IMR90S Zellen wurden 
mit anti-V5-Antikörper / anti-Maus-Alexa488 (grün) fluoreszenzgefärbt, die Zellkerne wurden 
mit DAPI gefärbt. Die Bilder wurden mit dem Axiophot Mikroskop aufgenommen 
(Vergrößerung 1:1000, Balken entspricht 10 µm). 
 
Um zu untersuchen, ob das Fusionsprotein ins frühe Endosom transportiert wird, 
wurden IMR90S Zellen mit HLA-A2 oder HLA-A2-gBC transfiziert und mit dem 
frühendosomalen Marker EEA1 und dem ER-Marker Calnexin angefärbt (Abb. 17). 
EEA1 (grün) und HLA-A2-gBC (rot) zeigen keine Kofärbung in EEA positiven Vesikeln 
(Abb. 17, a-d). Die Kontrollfärbungen mit HLA-A2 transfizierten IMR90S Zellen zeigt 
ebenfalls keine Kolokalisation mit EEA1 (Abb. 17, e-h). Mit dem ER-Marker Calnexin 
kolokalisieren sowohl HLA-A2-gBC (i-l) als auch HLA-A2 (m-p). 
HLA-A2-gBC zeigt trotz des angehängten zytoplasmatischen Teils von gB keine 
Kofärbung mit EEA1, sondern kolokalisiert wie HLA-A2 deutlich mit dem ER-Marker 
Calnexin. Monomere der zytoplasmatischen Domäne von gB reichen folglich nicht für 







Abb. 17: Kofärbung des HLA-A2-gBc Fusionsproteins mit EEA1 und Calnexin. Nach der 
Transfektion mit HLA-A2-gBC (a-d, i-l) oder HLA-A2 (e-h, m-p) wurden IMR90S Zellen für die 
Immunfluoreszenz gefärbt. Für die Färbung wurden anti-EEA1 Antikörper / anti-Kanninchen-
Alexa-488 (grün) und anti-V5-Antikörper (gegen den V5-Tag der Konstrukte) / anti-Maus-
Alexa594 (rot) verwendet (a-h). Außerdem wurde eine Färbung mit anti-His-Antikörper (gegen 
den His-Tag der Konstrukte) und anti-Kaninchen-Alexa488 (grün) und 
anti-Calnexin / anti-Maus-Alexa594 (rot, i-p) durchgeführt. Die Färbung der Zellkerne erfolgte 
mit DAPI. Die Aufnahmen wurden mit dem LSM-510 Meta Mikroskop aufgenommen 
(Vergrößerung 1:1000, optische Schichtdicke von 1 µm). Die Positionen der Zellkerne wurden 
mit N gekennzeichnet, Die Länge des Balkens entspricht 10 µm und im vergrößert 
dargestellten Bildausschnitt 5 µm. 
 
Um die Rolle der Trimerisierung genauer zu untersuchen, wurde zunächst festgestellt, 
inwieweit sich Heterotrimere aus gB und gB-Deletionskonstrukten bilden können. 
IMR90S Zellen wurden mit gB-GFP und gBΔ895-904, gBΔ889-904, gBΔ877-904, 
gBΔ855-904, gBΔ805-904 oder gB804-YMAL transfiziert. Die Deletionskonstrukte 
wurden mittels anti-V5-Antikörper aus den Zelllysaten präzipitiert (Abb. 18, Spalte 1 -
 6), gB-GFP transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle (Abb. 18, Spalte 7). Die 
Expression aller Konstrukte konnte in den Lysaten nachgewiesen werden (Abb. 18, 
Reihe 3 und 4). gB-GFP ließ sich mit allen gB-Deletionskonstrukten kopräzipitieren 
(Abb. 18, Spalte 1 - 6, zweitoberste Reihe). Protomere von gB-GFP und 
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gB-Deletionskonstrukten interagieren folglich unabhängig von der Deletion der 
zytoplasmatischen Domäne miteinander. 
 
 
Abb. 18: Koisolierung von gB-GFP mit gB-Deletionsmutanten. IMR90S Zellen wurden mit 
gB-GFP und gBΔ895-904, gBΔ889-904, gBΔ877-904, gBΔ855-904, gBΔ805-904 oder 
gB804-YMAL transfiziert. Aus den Zelllysaten wurden die Deletionskonstrukte mit Hilfe eines 
anti-V5-Antikörpers immunpräzipitiert und Lysate und Präzipitate mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt. Die Deletionskonstrukte wurden mit Hilfe des anti-V5-
Antikörpers / anti-Maus-HRP nachgewiesen (Reihe eins und drei). Der GFP-spezifische 
Antikörper 3H9 / anti-Ratte-HRP wurde verwendet um gB-GFP nachzuweisen (Reihe zwei und 
vier).  
 
Als nächstes wurde untersucht, inwieweit Heterotrimere aus gB-GFP und 
gB-Deletionskonstrukten in stark vergrößerte gB induzierte Vesikel transportiert 
werden. Dazu wurden IMR90S Zellen mit gB-GFP und gBΔ889-904, gBΔ877-904, 
gBΔ855-904, gBΔ805-904 oder gB804-YMAL kotransfiziert und eine 
Immunfluoreszenzfärbung der gB-Deletionskonstrukte mit V5-spezifischem Antikörper 
(rot) durchgeführt (Abb. 19). 
Das in den Zellen exprimierte gB-GFP (grün) bewirkt die Bildung leicht vergrößerter 
spätendosomaler und stark vergrößerter frühendosomaler Vesikel (Abb. 19, b, e, h, k, 
n; vgl. Abb. 6 u. 8). Die Deletionskonstrukte gBΔ889-904 und gBΔ877-904, denen das 
889YTQV892 Motiv fehlt und die, alleine exprimiert, nicht im frühen Endosom zu finden 





(Abb. 19, a-c und d-f). Gleiches gilt für das gBΔ855-904 Konstrukt, dem 889YTQV892 
Motiv und Di-Leucin Motiv fehlen (g-i). Der Transport von Heterotrimeren aus gB-GFP 
und gBΔ889-904, gBΔ877-904 oder gBΔ855-904 in stark vergrößerte Vesikel zeigt, 
dass weder das dreifache Vorhandensein des 889YTQV892 Motivs noch des Di-Leucin 
Motivs für die Lokalisation des Heterotrimers in stark vergrößerten Vesikeln 
erforderlich ist. 
Das gBΔ805-904 Konstrukt enthält nur die ersten acht Aminosäuren des 
zytoplasmatischen Teils und wird, alleine exprimiert, nicht aus dem ER exportiert. 
Auch bei einer Kotransfektion des Konstrukts mit gB-GFP ist gBΔ805-904 nicht in 
vergrößerten frühendosomalen Vesikeln lokalisiert (j-l). Das gB804-YMAL Konstrukt, 
welches in spätes Endosom und Exosomen transportiert wird, zeigt ebenfalls keine 
Kolokalisation mit gB-GFP in stark vergrößerten Vesikeln (m-o). Heterotrimere aus 
gB-GFP und gB-Deletionskonstrukten, die das YMAL Motiv enthalten, lassen sich 
folglich nur dann in stark vergrößerten Vesikeln nachweisen, wenn sich das Motiv an 
der richtigen Position innerhalb der zytoplasmatischen Domäne befindet (849YMAL852) 




Abb. 19: Nachweis von gB-Deletionskonstrukten in gB induzierten Vesikeln. IMR90S 
Zellen, die gB-GFP und gBΔ889-904, gBΔ877-904, gBΔ855-904, gBΔ805-904 oder 
gB804-YMAL koexprimieren, wurden mit anti-V5-Antikörper und anti-Maus-Alexa594 
Antikörper (rot) immunfluoreszenzgefärbt und mit dem LSM-510 Meta Mikroskop untersucht 
(Vergrößerung 1:1000, optische Schichtdicke von 1 µm, Balken entspricht 5 µm). Die 







3.3 Beeinflussung des MHC Klasse II 
Prozessierungswegs durch gB Expression 
3.3.1 MHC Klasse II und Invariante Kette kolokalisieren mit gB-GFP in 
leicht und stark vergrößerten Vesikeln 
In Anwesenheit von gB kommt es in kotransfizierten COS-7 Zellen zu 
morphologischen Veränderung der Verteilung von HLA-DR, HLA-DM und Invarianter 
Kette (Ii) (Neumann et al. 2003). Um die Verteilung von HLA-DR und anderen am 
Klasse II Weg beteiligten Molekülen in einer stabilen Mel JuSo gB-GFP Zelllinie zu 
untersuchen, wurden Mel JuSo Zellen mit gB-GFP transfiziert und dem Medium 
24 Stunden nach der Transfektion das Antibiotikum Geneticin G418 zugegeben. Auf 
diese Weise wurden Zellen selektiert, die das Neomycin-Resistenzgen des Vektors 
exprimieren. Die erhaltenen Klone wurden expandiert und Lysate von untransfizierten 
Mel JuSo Zellen und Mel JuSo gB-GFP Zellen wurden per SDS-PAGE aufgetrennt 
und die Westernblots mit spezifischen Antikörpern gegen GFP (Abb. 20A, erste 
Reihe) und Aktin (zweite Reihe) analysiert. Während in den Lysaten der Mel JuSo 
Zellen keinerlei Expression von GFP-Proteinen nachweisbar ist (erste Spalte), findet 
sich in den Lysaten der Mel JuSo gB-GFP Zelllinie eine spezifische Bande auf der für 
gB-GFP erwarteten Höhe. Beide Proben sind von der eingesetzten Proteinmenge her 
vergleichbar (Aktin; Abb. 20A, zweite Reihe). 
 
 
Abb. 20: Charakterisierung der stabilen Mel JuSo gB-GFP Zelllinie. Links: Lysate von 
Mel JuSo und Mel JuSo gB-GFP Zellen wurden per SDS-Gelelektrophorese getrennt und mit 
dem GFP-spezifischen Antikörper 3H9 bzw. dem Aktin-spezifischen Antikörper AC-40 und 
anti-Maus-HRP / ECL-Reagenz angefärbt. Rechts: Mel JuSo und Mel JuSo gB-GFP Zellen 
wurden mit Propidium-Iodid angefärbt, um tote Zellen von der Messung ausschließen zu 
können und im Durchflusszytometer analysiert. Die durchschnittliche Fluoreszenzintensität aus 
drei Messungen wurde ermittelt und im Diagramm aufgeführt. 
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Die Fluoreszenzintensität der Mel JuSo gB-GFP Zelllinie wurde im 
Durchflusszytometer bestimmt (Abb. 20B). Die Mittelwerte aus drei Messungen 
wurden zusammengefasst und die Standardabweichung berechnet. Während 
Mel JuSo Zellen nur eine geringe Eigenfluoreszenz zeigen, besitzen Mel JuSo 
gB-GFP Zellen durch die stabile Expression des GFP-Konstruktes eine deutlich 
höhere Fluoreszenzintensität. 
 
Der charakterisierte Mel JuSo gB-GFP Zellklon bildet deutlich vergrößerte Vesikel und 
wurde für die Immunfluoreszenzfärbung (rot) von Proteinen des MHC II 
Prozessierungsweges verwendet (Abb. 21). Die Färbung von MHC Klasse II 
Proteinen mit Hilfe des ISCR3 Antikörpers erfolgt unabhängig von der Interaktion mit 
der Invarianten Kette. Es zeigt sich eine deutliche Kolokalisation von gB und MHC II 
mit gB positiven Vesikeln, wobei MHC Klasse II sowohl in schwach als auch in stark 
vergrößerten gB induzierten Vesikeln zu finden ist (Abb. 21, a-c). Die Intensität der 
Färbungen von MHC Klasse II und gB-GFP innerhalb der Vesikel ist dabei relativ 
heterogen. Kleine, deutlich MHC Klasse II gefärbte Vesikel weisen eine schwache 
gB Färbung auf. In größeren Vesikeln findet man eine unterschiedlich starke 
gB-GFP Färbung, bei etwa gleich starker MHC II Färbung (a-c, weiße Pfeile). Der 
Anteil der ISCR3 Färbung, der mit gB-GFP kofärbt wird durch den Mander-
Koeffizienten M1 angegeben. Er beträgt durchschnittlich 0,43 ± 0,06 (für zehn Zellen). 
Auch die Färbung mit D1-12 Antikörper, der primär Peptid beladenes HLA-DR 
erkennt, zeigt eine Kolokalisation von Peptid beladenem MHC II (pMHC II) mit 
gB-GFP sowohl in kleineren als auch in großen Vesikeln (Abb. 21, d-f). Während die 
kleinen Vesikel eine deutliche pMHC II Färbung zeigen, ist die Färbung in den stark 
vergrößerten Vesikeln schwächer (weißer Pfeil). Der Mander-Koeffizient liegt hier 
durchschnittlich bei M1 = 0,26 ± 0,02, der Anteil von pMHC II, der mit gB-GFP 
kolokalisiert, ist folglich niedriger als der nicht Peptid beladene Anteil von MHC II, der 
mit gB-GFP kolokalisiert. 
Die Kofärbung von Invarianter Kette (mittels Vic-YI) mit gB-GFP ist sowohl in leicht als 
auch in stark vergrößerten Vesikeln deutlich zu sehen (Abb. 21, g-i). Insgesamt 
kolokalisiert ein größerer Anteil von Ii mit gB-GFP (M1 = 0,56 ± 0,08), als es bei 
MHC II Fall ist. MHC II, pMHC II und Ii akkumulieren in leicht und stark vergrößerten 








Abb. 21: Kolokalisation von MHC II oder Invarianter Kette (Ii) mit gB-GFP in gB- 
induzierten Vesikeln. Stabile Mel JuSo gB-GFP Zellen wurden mit dem MHC II-spezifischen 
Antikörper ISCR3 (a-c), dem pMHC II-spezifischen Antikörper D1-12 (d-f) oder dem Ii-
spezifischen Antikörper Vic-YI (g-i) und anti-Maus-Alexa594 (rot) immunfluoreszenzgefärbt. 
Die Aufnahmen wurden mit dem LSM-510 Meta Mikroskop aufgenommen (Vergrößerung 
1:1000, optische Schichtdicke 1 µm, Balken entspricht 10 µm). Die Position der Zellkerne 
wurde mit N gekennzeichnet, die Position stark vergrößerter Vesikel wurde mit einem weißen 
Pfeil markiert. 
3.3.2 MHC Klasse II und Invariante Kette kolokalisieren mit gB in EEA1 
positiven Vesikeln 
Als nächstes sollten die gB induzierten Vesikel, in denen es zu einer Kolokalisation 
mit Proteinen des MHC II Prozessierungsweges kommt, genauer charakterisiert 
werden. Dazu wurden Mel JuSo Zellen gB transfiziert und mit Antikörpern gegen den 
frühendosomalen Marker EEA1 (grün) und gegen MHC II oder pMHC II (rot) 
immunfluoreszenzgefärbt (Abb. 22A). In gB transfizierten Mel JuSo Zellen sind MHC II 
(a-c) und pMHC II (g-i) in vergrößerten EEA1 positiven Vesikeln nachweisbar. Ein Teil 




Abb. 22: Kofärbung von MHC II, pMHC II oder Invarianter Kette mit EEA1 in 
untransfizierten und gB transfizierten Mel JuSo. (A) Transient gB transfizierte und 
untransfizierte Mel JuSo Zellen wurden mit dem MHC II-spezifischen Antikörper ISCR3 (erste 
und zweite Reihe), dem pMHC II-spezifischen Antikörper D1-12 (dritte und vierte Reihe) und 
anti-Maus-Alexa594 Sekundärantikörper (rot) immunfluoreszenzgefärbt. Die Kofärbung wurde 
mit anti-EEA1 / anti-Kaninchen-Alexa488 (grün) durchgeführt. (B) Transient gB transfizierte 
und untransfizierte Mel JuSo Zellen wurden mit dem Ii-spezifischen Antikörper 
Vic-YI / anti-Maus-Alexa594 (rot) und anti-EEA1 / anti-Kaninchen-Alexa488 (grün) kogefärbt 
und mit dem LSM-510 Meta Mikroskop untersucht (Vergrößerung 1:1000, optische 






In untransfizierten Zellen zeigen MHC II und pMHC II nur sehr vereinzelt eine 
Kolokalisation mit EEA1 (Abb. 22A, d-f und j-l). In gB-exprimierenden Zellen 
lokalisieren sowohl MHC II als auch pMHC II vermehrt in frühendosomalen, 
vergrößerten Vesikeln. 
Um die Auswirkung der gB Transfektion auf die Lokalisation der Invarianten Kette zu 
untersuchen, wurden untransfizierte oder gB transfizierte Mel JuSo Zellen mit 
Antikörpern gegen EEA1 (grün) und Ii (rot) immunfluoreszenzgefärbt (Abb. 22B). Die 
Invariante Kette kolokalisiert in gB transfizierten Zellen mit EEA1 in stark vergrößerten 
frühen Endosomen (Abb. 22B, a-c), während in untransfizierten Zellen nur eine 
geringere Kolokalisation zu beobachten ist (d-f). Die Ergebnisse legen nahe, dass gB 
zu einer Umverteilung von Klasse II Molekülen in frühendosomale Kompartimente 
führt. 
 
Um die Verteilung von HLA-DR und Invarianter Kette bei gB-Transfektion direkt 
vergleichen zu können, wurden Mel JuSo Zellen mit gB-mCherry (rot) transfiziert. Die 
Immunfluoreszenzfärbung wurde mit dem Ii-spezifischen Antikörper Vic-YI (grün) und 
einem direkt gekoppelten anti-HLA-DR Antikörper (blau) durchgeführt (Abb. 23). 
gB-mCherry, HLA-DR und Ii kolokalisieren in leicht und stark vergrößerten Vesikeln. 
HLA-DR zeigt eine starke Färbung in leicht vergrößerten gB-mCherry positiven 
Vesikeln, während die stark vergrößerten Vesikel nur schwach angefärbt sind. 
Zusätzlich dazu findet sich HLA-DR in kleinen vesikulären Strukturen (rechte untere 
Bildecke) und an der Zelloberfläche. Die Fluoreszenzintensität der Ii Färbung ist in 
kleinen und großen, gB-mCherry positiven Vesikeln etwa gleich hoch. 
Sowohl MHC Klasse II als auch die Invariante Kette zeigen eine Kolokalisation mit gB 
induzierten, frühendosomalen Vesikeln, während sich in untransfizierten Zellen eine 
Lokalisation von MHC Klasse II und Ii im frühen Endosom mittels Immunfluoreszenz 
nur sehr schwach nachweisen lässt (Abb. 22). Dabei ist die Intensität der Färbung der 
Invarianten Kette innerhalb der stark vergrößerten gB positiven Vesikeln höher als die 




Abb. 23: Dreifachfärbung von MHC II und Invarianter Kette mit gB-mCherry 
transfizierten Mel JuSo Zellen. Mel JuSo Zellen, die transient mit gB-mCherry transfiziert 
wurden, wurden mit dem Ii-spezifischen Antikörper Vic-YI / anti-Maus-Alexa488 (grün) und 
einem direkt an den Fluoreszenzfarbstoff Allophycocyanin gekoppelten anti-HLA-DR 
Antikörper (tiefrot, dargestellt in blau) immunfluoreszenzgefärbt. Die Auswertung erfolgte mit 
Hilfe des LSM-510 Meta Mikroskops (Vergrößerung 1:1000, optische Schichtdicke 1 µm). Die 
Position des Zellkern wurde mit N gekennzeichnet, die Länge des Balkens entspricht 10 µm. 
3.3.3 Kofärbungen von endosomalen Markern oder DR mit gB in HSV-1 
infizierten Zellen 
Um zu bestimmen, ob die bei einer gB Transfektion beobachtete endosomale 
Verteilung und Kolokalisation mit MHC II auch in HSV-1 infizierten Zellen zu finden ist, 
wurden Mel JuSo Zellen mit HSV-1 infiziert (Abb. 24). 24 Stunden nach der Infektion 
wurden die Zellen fixiert und mit dem gB-spezifischen Antikörper 2c/2 mAb (rot) und 
Antikörpern für die endosomalen Marker EEA1 und CD63 immunfluoreszenzgefärbt 
(grün; Abb. 24, a-h). Die gB Färbung findet sich überwiegend auf der Zelloberfläche 
und in perinukleären Membranen. gB zeigt sowohl eine Kofärbung mit EEA1 (a-d) als 
auch mit CD63 (e-h), welche besonders gut in der Vergrößerung erkennbar ist (d, h). 
Bei einer HSV-1 Infektion ist gB, wie nach gB Transfektion, in frühen und späten 
Endosomen zu finden. Im folgenden Experiment wurden mit HSV-1 infizierte 
Mel JuSo Zellen mit gB-spezifischem (grün) und DR-spezifischem Antikörper (rot) 
immunfluoreszenz-gefärbt (i-l). Es konnte gezeigt werden, dass nach der Infektion 
eine deutliche Kolokalisation von gB mit HLA-DR vorhanden ist. Die Lokalisation von 
gB in Vesikeln früh- und spätendosomalen Ursprungs und die Kolokalisation mit 
HLA-DR lässt sich für gB folglich auch nach einer HSV-1 Infektion nachweisen. Die 
für die gB-Transfektion ermittelten Ergebnisse haben somit auch für die HSV-1 







Abb. 24: Kofärbung von gB und EEA1, CD63 oder HLA-DR in HSV-1 infizierten Zellen. 
Mel JuSo Zellen wurden mit HSV-1 Stamm 17
+
 Virus infiziert, nach 24 h fixiert und gB mit 
2c/2 mAb und Alexa594 gekoppeltem anti-Maus Antikörper angefärbt (a-d und e-h). Die 
Kofärbung erfolgte mit direkt gekoppeltem CD63-Alexa488 Antikörper (a-d) oder EEA1-
spezifischem Antikörper / anti-Kaninchen-Alexa488 (e-h). Außerdem wurden gB-spezifischer 
2c/2 mAb / anti-Maus-Alexa488 Antikörper und HLA-DR-spezifischer Ratten-
Antikörper / anti-Ratte-Alexa594 Antikörper verwendet (i-l). Die Aufnahmen wurden mit dem 
LSM-510 Meta Mikroskop aufgenommen (Vergrößerung 1:1000, optische Schichtdicke von 




Das humanpathogene Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSV-1) persistiert nach der 
Primärinfektion ein Leben lang im Wirtsorganismus, da zahlreiche 
Immunevasionsstrategien eine vollständige Elimination des Virus verhindern. Das 
HSV-1 Glykoprotein B (HSV-1 gB) ist an der Fusion des Virus mit der 
Wirtszellmembran (Atanasiu et al. 2010; Cairns et al. 2011; Gallagher et al. 2014), der 
Bildung der sekundären Virushülle (Johnson et al. 2011) und der Synzytienbildung 
beteiligt (Gáspár et al. 2001; Pentcheva und Edidin 2001). Aufgrund seiner 
Schlüsselrolle beim viralen Eintritt ist gB ein wichtiges Ziel für neutralisierende 
Antikörper. Außerdem spielt gB eine Rolle bei der viralen Immunevasion von HSV-1. 
gB interagiert mit Proteinen des MHC II Prozessierungsweges und verändert ihre 
zelluläre Lokalisation (Neumann et al. 2003). Nach der Ablösung der Invarianten Kette 
führt es zu einer vermehrten Sortierung von MHC II in Exosomen (Sievers et al. 2002; 
Temme et al. 2010). 
Bisherige Untersuchungen von zytoplasmatischen Deletionen und Mutationen von gB 
setzten den Schwerpunkt auf die Rolle des zytoplasmatischen Teils bei der 
Internalisierung von gB oder der Synzytienbildung in Zusammenarbeit mit anderen 
viralen Proteinen (Beitia Ortiz de Zarate et al. 2004; Chowdary und Heldwein 2010). 
Eine Untersuchung der Signalmotive von gB im Kontext des endosomalen Transports 
von gB könnte Hinweise auf den Mechanismus liefern, mit dem gB die Sortierung 
innerhalb des MHC Klasse II Prozessierungsweges manipuliert. 
4.1 gB induzierte morphologische Veränderung 
frühendosomaler und spätendosomaler Vesikel 
Die Expression von HSV-1 gB oder gB Orthologen anderer Herpesvirusspezies führt 
zur Bildung vergrößerter intrazellulärer Vesikel (Bocuk 2012). Die Größe und Anzahl 
gB induzierter Vesikel variiert zwischen verschiedenen Zelllinien (Bocuk 2012). Die 
Bildung dieser stark vergrößerten Vesikel erfolgt zwischen 12 h und 24 h nach der 
Transfektion und hat nur einen geringen zytotoxischen Effekt (vgl. Abb. 4 und 5). 
In der Vergangenheit wurde für gB nach Transfektion oder Virusinfektion bereits eine 
Kolokalisation mit Markern des Trans-Golgi-Netzwerk (Beitia Ortiz de Zarate et al. 





2004) und des späten Endosoms (Calistri et al. 2007; Temme et al. 2010) 
nachgewiesen. Dabei wurde eine Vergrößerung endosomaler Kompartimente nach 
gB Transfektion beobachtet (Fan et al. 2002; Calistri et al. 2007; Temme et al. 2010; 
Bocuk 2012). 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass gB in frühendosomalen und 
spätendosomalen Vesikeln akkumuliert. Stark vergrößerte gB induzierte Vesikel sind 
frühendosomalen Ursprungs. Sie kolokalisieren mit den frühendosomalen Markern 
Rab5, EEA1 und Transferrin-Rezeptor (vgl. Abb. 6). Diese Beobachtung deckt sich 
mit früheren Ergebnissen, wonach deutlich vergrößerte gB induzierte Vesikel mit 
endosomalen Markern cofärben (Avitabile et al. 2004; Bocuk 2012). Durch die 
Überexpression von Rab5 oder EEA1 kann es zu einer Vergrößerung des 
frühendosomalen Kompartiments kommen (Nielsen et al. 1999; Bergeland et al. 
2008). Die Größe der durch Überexpression von GFP Rab5 oder GFP EEA1 
verursachten frühendosomalen Vesikel ist wesentlich geringer, als die durch gB 
induzierte Vergrößerung (vgl. Abb. 6, d,h). 
Die Bildung von Autophagosomen erfolgt aus Membranfragmenten, die vom 
Endoplasmatischen Retikulum (ER) stammen, unter Beteiligung von Rab5 (Li et al. 
2013). Bei den gB induzierten Rab5 positiven Vesikeln handelt es sich jedoch nicht 
um Autophagosomen, da es keine Kofärbung der Vesikel mit dem ER-Marker 
Calnexin gibt (vgl. Abb. 7). 
Die Akkumulation von gB am frühen Endosom und die gB induzierte Vergrößerung 
frühendosomaler Vesikel könnte einen Effekt bei der Bildung der viralen Hülle haben, 
denn gB kann neben anderen viralen Glykoproteinen eine Funktion bei der 
sekundären Behüllung übernehmen (Johnson et al. 2011). Die sekundäre Behüllung 
des HSV-1 Kapsids findet entweder am Trans-Golgi-Netzwerk oder am Endosom statt 
(Mettenleiter et al. 2006; Hollinshead et al. 2012). Kapsidproteine akkumulieren am 
frühen Endosom und die sekundäre Behüllung benötigt Rab5 (Hollinshead et al. 
2012). Die Bildung intraluminaler Vesikel beginnt bereits im frühen Endosom (Huotari 
und Helenius 2011) und die sekundäre Behüllung von HSV-1 setzt eine 
funktionierende ESCRT-Maschinerie voraus (Calistri et al. 2007; Crump et al. 2007; 
Pawliczek und Crump 2009). ESCRT-III und VPS4 lassen sich in aufgereinigten 
Viruspartikeln nachweisen (Pawliczek und Crump 2009). Auch der korrekte Transport 
von gB ist von Vps4 und damit einer funktionierenden ESCRT-Maschinerie abhängig 
(Calistri et al. 2007). Es wäre also denkbar, dass die Bildung vergrößerter gB 
induzierter Vesikel frühendosomalen Ursprungs eine Bedeutung für die 
Diskussion 78 
Virusfreisetzung hat. Beispielsweise könnte durch die Stimulation der 
frühendosomalen Fusion die Akkumulation von viralen Glykoproteinen gefördert und 
Membranen für die sekundäre Behüllung bereitgestellt werden. Bei HSV-1 Infektionen 
ist zwar eine Kolokalisation von gB in frühendosomalen Vesikeln vorhanden, diese 
sind aber nicht so stark vergrößert wie nach gB Transfektion (vgl. Abb. 24), was dafür 
sprechen könnte, dass die sekundäre Behüllung die Vesikelvergrößerung limitiert. 
Andererseits gehen Hollinshead et al. 2012 von einem tubulären Kompartiment als 
Ort der sekundären Behüllung aus, dass zwar frühendosomalen Ursprungs, jedoch 
nicht mehr positiv für frühendosomale Marker wie EEA1 ist. Da die Funktion von gB 
bei der sekundären Behüllung nicht essentiell ist (Johnson et al. 2011), könnten 
andere virale Proteine ebenfalls zur Veränderung der Morphologie früher Endosomen 
beitragen. 
Leicht vergrößerte gB induzierte Vesikel sind spätendosomalen Ursprungs und positiv 
für die spätendosomalen Marker CD63 und Rab7b (vgl. Abb. 8). Es gibt keine 
Kolokalisation des HSV Kapsids mit CD63 (Hollinshead et al. 2012) was dafür spricht, 
dass gB die Akkumulation von gB in frühen und späten Endosomen unterschiedliche 
Funktionen hat. gB transfizierte Zellen zeigen im Vergleich zu untransfizierten Zellen 
eine erhöhte Exosomensekretion (Temme et al. 2010) und nach HSV-1 Infektion 
werden ebenfalls große Mengen von Exosomen (so genannte L-Partikel) sekretiert, 
die virale Glyko- und Tegumentproteine enthalten, aber kein Kapsid (Loret et al. 
2008). In MHC II exprimierenden Zellen akkumulieren gB und MHC II in leicht 
vergrößerten spätendosomalen Vesikeln und werden verstärkt in intraluminale Vesikel 
sortiert und über Exosomen abgegeben (Temme et al. 2010). Die Rolle der gB und 
MHC II positiven Exosomen für den Verlauf der HSV-1 Infektion ist noch unklar, sie 
könnten jedoch eine Rolle bei der viralen Immunevasion spielen. MHC II positive 
Exosomen epithelialen Ursprungs können Toleranz in CD4+ T-Zellen induzieren, 
welche wiederum eine zentrale Rolle bei der Immunantwort gegen HSV sind (Koelle 
et al. 1998; Smith et al. 2004; Östman et al. 2005).  
4.2 gB verursacht die Vergrößerung von frühen 
endosomalen Vesikeln 
Eine Vergrößerung frühendosomaler Vesikel kann viele Ursachen haben, 





Komponenten der frühendosomalen Fusionsmaschinerie (Gorvel et al. 1991; 
Stenmark et al. 1994; Gengyo-Ando et al. 2007; Bergeland et al. 2008). Eine andere 
Ursache für die Vergrößerung frühendosomaler Vesikel ist die Verzögerung der 
endosomalen Reifung. Die Überexpression der Invarianten Kette führt zur 
beispielsweise zur Bildung vergrößerter frühendosomaler Vesikel und zu verzögerter 
frühendosomaler Reifung (Gorvel et al. 1995; Nordeng et al. 2002). Diese 
Verzögerung der Reifung ist auch unter physiologischen Bedingungen wie der 
erhöhten Expression von Ii während der Reifung von DCs zu beobachten (Engering et 
al. 1998) und führt zu einer verlängerten Halbwertszeit von MHC II (Landsverk et al. 
2011). 
Modellsysteme mit stark vergrößerten Vesikeln, wie gB transfizierte IMR90S Zellen, 
lassen sich nutzen, um zu untersuchen, auf welche Weise es zur Bildung vergrößerter 
Vesikel kommt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die starke Vergrößerung 
gB induzierter Vesikel sich durch den PI3-Kinase Inhibitor Wortmannin hemmen lässt 
und somit Phosphatiylinositol-3-Phospat (PI3P) abhängig ist (vgl. Abb. 9). PI3P wird 
für die frühendosomale Vesikelfusion und die Bildung intraluminaler Vesikel benötigt 
(Gillooly et al. 2001). Die Abhängigkeit der gB induzierten Vesikelvergrößerung von 
PI3P ermöglicht Rückschlüsse auf den durch gB manipulieren Signalweg. 
Aktives Rab5 stimuliert die Bildung von Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI3P) durch 
die PI3-Kinase VPS34 und die Bindung des Rab5 Effektor EEA1 ("Early Endosomal 
Antigen 1") (Christoforidis et al. 1999; Shin et al. 2005). EEA1 und Rabenosyn-5 
wirken durch die Bindung von Rab5 mit ihrer N-terminal gelegenen Rab5 
Bindedomäne und der Bindung von PI3P mit ihrer C-terminal gelegenen 
FYVE-Domäne auf verschiedenen Membranen als Tether und können die 
Annäherung beider Membranen vermitteln (Nielsen et al. 2000; Ohya et al. 2009; 
Rahajeng et al. 2010). Andere Rab5-Effektoren wie der Tetherkomplex CORVET 
("class C core vacuole/endosome tethering") spielen eine von PI3P unabhängige 
Rolle bei der frühendosomalen Fusion (Balderhaar et al. 2013). Die gB induzierte 
frühendosomale Vesikelvergrößerung hängt also wahrscheinlich von der durch EEA1 
oder Rabenosyn-5 vermittelten Fusion ab und nicht von einem anderen Signalweg der 
frühendosomalen Vesikelfusion. 
Die Tatsache, dass sich die gB induzierte Vesikelvergrößerung durch Wortmannin 
hemmen lässt, ermöglicht nicht nur Rückschlüsse auf den möglicherweise 
manipulierten Signalweg, sondern auch auf die Position im Signalweg an der diese 
Manipulation stattfinden könnte. Nachdem Vesikel- und Zielmembran durch Tether 
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gebunden wurden, kommt es zur Aktivierung der SNAREs auf beiden Membranen. 
Durch die Interaktion des SNARE-Komplexes geraten die Membranen in unmittelbare 
physikalische Nähe und verschmelzen miteinander. Sowohl die SNAREs als auch 
NSF ("ATPase N-Ethylmaleimid sensitives Fusionsprotein"), welches den SNARE-
Komplex löst, sind von ATP abhängig und werden durch eine Vielzahl von Faktoren 
reguliert (Hong und Lev 2014). Beispielsweise bildet Rabenosyn-5 einen stabilen 
Komplex mit dem SM ("Sec1/Munc18") Protein Vps45, welches wiederum direkt mit 
SNAREs interagiert (Nielsen et al. 2000; Rahajeng et al. 2010). Die Aktivierung von 
SNAREs erfolgt in der Signalkaskade also später als die PI3P abhängige Wirkung der 
Tether, sodass ein direkter Einfluss auf die Regulation der Aktivität der SNAREs 
unabhängig von PI3P wäre. Die Beeinflussung der Vesikelfusion durch gB erfolgt 
somit an einem früheren Punkt der Signalkaskade. 
Um den Mechanismus zu verstehen, mit dem gB die Bildung vergrößerter 
frühendosomaler Vesikel induziert, werden weitere Experimente benötigt. Bisherige 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Manipulation der frühendosomalen 
Fusionsmaschinerie die Ursache der Vesikelvergrößerung ist, und durch die 
Beeinflussung der Tether EEA1 oder Rabenosyn-5 oder in der Signalkaskade zuvor 
aktivierter Proteine erfolgt. 
4.3 Die Rolle zytoplasmatischer Sortierungssignale 
beim endosomalen Transport von gB 
Der zytoplasmatische Teil von gB besitzt zwei Tyrosin-basierte Motive (849YMAL852 
und 889YTQV892) und ein Di-Leucin Motiv (871LL872), die in der Familie der Herpesviren 
konserviert sind (Fan et al. 2002; Heineman et al. 2004; Beitia Ortiz de Zarate et al. 
2004; Garcia et al. 2013). Di-Leucin und Y-basierte Motive (ein Tyrosin, gefolgt von 
zwei beliebigen Aminosäuren und einer Aminosäure mit großem hydrophobem Rest; 
YXXϕ) sind endosomale Sortierungssignale (Marks et al. 1996; Kozik et al. 2010). 
Darüber hinaus kann das Tyrosin-basierte Motiv als Sortierungssignal für die Clathrin 
abhängige Endozytose und für den Transport zum endosomalen sekretorischen Weg 
dienen (Pandey 2009). 
 
Das C-terminaler gelegene Y-basierte Motiv (889YTQV892) ist wichtig für die 





al. 2004). In PRV wird das C-terminaler gelegene Tyrosin-basierte Motiv durch AP-2 
gebunden, was zur Clathrin abhängigen Endozytose führt (van Minnebruggen et al. 
2004). Bei einer Deletion oder Mutation des Motivs in HSV-1 kommt es zu einer 
verzögerten Internalisierung von gB, nicht jedoch zu einem vollständigen Ausbleiben 
der Endozytose (Beitia Ortiz de Zarate et al. 2004; Beitia Ortiz de Zarate et al. 2007). 
Nach der Internalisierung erfolgt der Transport von gB ins frühe Endosomen auch in 
Abwesenheit des 889YTQV892 Motivs (vgl. Abb. 15). Dabei ist die Internalisierung des 
Deletionskonstrukts gegenüber der des gB-GFP leicht verzögert (vgl. Abb. 14 und 
15). 
In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle von 889YTQV892 für den endosomalen 
Transport genauer untersucht werden. Eine Lokalisation im frühen Endosom und eine 
Induktion stark vergrößerter Vesikel lassen sich bei dem gBΔ895-904 Konstrukt 
nachweisen, dem die letzten zehn Aminosäuren von gB fehlen, nicht jedoch bei dem 
gBΔ889-904, bei dem zusätzlich der Sequenzbereich 889YTQVPN894 deletiert ist (vgl. 
Abb. 12). Für die Akkumulation von gB im frühen Endosom und die Stimulation der 
frühendosomalen Fusion wird folglich der 889YTQVPN894 Sequenzbereich benötigt. Die 
Tatsache, dass Deletionskonstrukte ohne den 889YTQVPN894 Sequenzbereich nicht in 
ausreichender Menge im frühen Endosom verbleiben, um in der Immunfluoreszenz 
nachweisbar zu sein und es bei fehlendem 889YTQV892 Motivs - zumindest nach 
Internalisierung - zu einem Transport zum frühen Edosom kommt, deutet daraufhin, 
dass es sich bei dem 889YTQV892 um ein Retentionssignal des frühen Endosoms 
handelt. Es lässt sich allerdings nicht ausschließen, dass der Effekt durch die 
verlangsamte Internalisierung bei fehlendem 889YTQV892 Sequenzmotiv zu Stande 
kommt. 
 
Das Di-Leucin Motiv (871LL872) besteht aus zwei Leucinresten und ist verstärkt von 
polaren und geladenen Aminosäuren umgeben (Kozik et al. 2010). Das Di-Leucin-
basierte Motiv des HSV-1 gB besitzt eine Asparaginsäure hinter dem Di-Leucin Motiv, 
sodass es sich um eine nicht-klassische Variante des Motivs handelt (Kozik et al. 
2010). Während das gBΔ855-904 Konstrukt ausschließlich das 849YMAL852 enthält, 
enthalten die Deletionskonstrukte gBΔ889-904 und gBΔ877-904 zusätzlich das Di-
Leucin Motiv. Dabei wurde das gBΔ889-904 so deletiert, dass die Asparaginsäure 
(D878) noch im Konstrukt enthalten ist, im gBΔ877-904 Konstrukt fehlt sie jedoch. Die 
Deletion der Asparaginsäure führt zu keiner Veränderung in der endosomalen 
Verteilung der Konstrukte. Beide werden zur Zelloberfläche, in späte Endosomen und 
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Exosomen sortiert (vgl. Abb. 11 und 12). Das gBΔ855-904 Konstrukt, dem das 
Di-Leucin Motiv fehlt, zeigt ebenfalls eine Kolokalisation mit spätendosomalen 
Markern, sodass für das Die-Leucin Motiv im Rahmen dieser Arbeit keine Funktion für 
den endosomalen Transport nachgewiesen werden konnte. Möglicherweise besitzt 
das Di-Leucin Motiv eine Funktion beim retrograden Transport vom Recycling-
Endosom zum Trans-Golgi-Netzwerk nach erfolgreicher Internalisierung (Beitia Ortiz 
de Zarate et al. 2004). Im Kontext einer viralen Infektion haben Mutationen oder 
Deletionen im Sequenzbereich des Di-Leucin Motivs starke Auswirkungen auf die 
fusiogene Aktivität von gB bei der Synzytienbildung und eine Mutation oder Deletion 
des Di-Leucin Motivs führt zur verstärkten Synzytienbildung (Foster et al. 2001; 
Chowdary und Heldwein 2010). 
 
Für das Tyrosin-basierte Motiv (849YMAL852) wurde zusammen mit einem C-terminal 
gelegenen EXXE Motiv in verschiedenen Viren eine Rolle beim Transport von und 
zum Golgi beschrieben (Heineman et al. 2000; Heineman und Hall 2001; Heineman et 
al. 2004). Das YMAL Motiv wird in HSV-1 weder für die Internalisierung, noch im 
Zusammenhang mit verstärkter Zell-Zellfusion benötigt (Chowdary und Heldwein 
2010). 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass das YMAL Motiv 
alleine ausreichend ist, um den Export von gB aus dem Golgi zu bewirken und zu 
einer Lokalisation in späten Endosomen und Exosomen zu führen. Dazu wurde ein 
gBΔ855-904 Konstrukt untersucht, bei dem der zytoplasmatische Teil nach 
Aminosäure 855 deletiert ist, sodass das 849YMAL852 Motiv enthalten ist jedoch nicht 
das EXXE Motiv (857ERTE860). Als Positivkontrolle diente das gB804-YMAL Konstrukt, 
bei dem der zytoplasmatische Teil bis auf die ersten acht Aminosäuren deletiert und 
das YMAL Motiv angehängt wurde. Beide Konstrukte sind partiell Endo-H resistent, 
werden also aus dem ER zum Golgi exportiert und lassen sich auf der Zelloberfläche 
nachweisen (vgl. Abb. 10). Eine komplette Deletion des zytoplasmatischen Teils 
(gBΔ805-904) verhindert jedoch den Export des Konstrukts aus dem ER. Diese 
Ergebnisse decken sich nicht mit früher publizierten Ergebnissen (Beitia Ortiz de 
Zarate et al. 2004), wonach ein gB-Deletionskonstrukt, welches zwischen 849YMAL852 
und 857ERTE860 Motiv deletiert wurde, im ER verbleibt. 
gBΔ855-904 und gB804-YMAL Konstrukt kolokalisieren mit dem spätendosomalen 
Marker CD63 und lassen sich in Exosomen nachweisen (vgl. Abb. 12 und 13). Beim 





ubiquitinyliert, wobei eine Deletion der letzten 37 Aminosäuren zu einer deutlich 
geringeren Ubiquitinylierung führt (Calistri et al. 2007). Da das gB804-YMAL Konstrukt 
neben dem YMAL Motiv nur acht weitere Aminosäuren des zytoplasmatischen Teils 
(und keine vorhergesagte Ubiquitinylierungsstelle) enthält ist es unwahrscheinlich, 
dass der Transport dieses Konstrukts von einer Ubiquitinylierung der 
zytoplasmatischen Domäne abhängt. Möglicherweise kann gB Ubiquitin unabhängig 
in intraluminale Vesikel transportiert werden, beispielsweise über Tetraspanin-reiche 
Mikrodomänen. Tetraspanine interagieren durch ihre extrazellulären Domänen 
untereinander und mit zahlreichen weiteren Proteinen wie Integrinen, 
Transportproteinen, Rezeptoren und Proteinen der Immunglobulin-Superfamilie 
(Hemler 2005). Daher wäre eine Interaktion des luminalen Teils von gB mit 
Tetraspaninen oder anderen Proteinen denkbar, die zur Sortierung von gB in 
Tetraspanin-reiche Mikrodomänen und in intraluminale Vesikel führt. Es bleibt also 
offen, ob YMAL als Transportmotiv für späte Endosomen und Exosomen dient oder 
ob es den ER-Export vermittelt und der endosomale Transport unter Beteiligung von 
luminale Bereichen des gB stattfindet. 
Bei der Infektion von Zellen mit HSV-1 Virus, kolokalisiert gB mit früh- und 
spätendosomalen Markern (vgl. Abb. 24). Zytoplasmatische Deletionskonstrukte von 
gB beeinflussen die zelluläre Verteilung von gB, die virale Infektiosität und die 
Fähigkeit zur Synzytienbildung (Beitia Ortiz de Zarate et al. 2007; Calistri et al. 2007), 
womit die generelle Übertragbarkeit der Ergebnisse auf das virale System gegeben 
ist. 
4.4 Die Trimerisierung des zytoplasmatischen Teils ist 
notwendig für den endosomalen Transport von gB 
Das gB bildet ein stabiles Heterotrimer, wobei die Trimerisierung durch zahlreiche 
Interaktionen der Protomere untereinander vermittelt wird (Heldwein et al. 2006; 
Stampfer et al. 2010). Die zytoplasmatische Domäne von gB trimerisiert ebenfalls, 
wofür die ersten 50 Aminosäuren der Domäne benötigt werden (Chowdary und 
Heldwein 2010). Mit Hilfe eines Fusionsproteins aus der luminalen und 
Transmembrandomäne von HLA-A2 und der zytoplasmatischen Domäne von gB 
wurde die Bedeutung der Trimerisierung auf die endosomale Verteilung untersucht. 
HLA-A2 bildet nach Peptidbeladung Cluster im ER und dimere oder tetramere Cluster 
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auf der Plasmamembran von Antigen präsentierenden Zellen (Pentcheva und Edidin 
2001; Gáspár et al. 2001); eine trimere Struktur der zytoplasmatischen Domäne wie 
im wildtyp gB ist nicht gegeben. Ein Valin oder Alanin als letzte Aminosäure der 
zytoplasmatischen Domäne von MHC Klasse I dient als ER Exportsignal, ein 
verlangsamter Transport zur Plasmamembran erflogt jedoch auch bei einer Deletion 
der zytoplasmatischen Domäne (Boyle et al. 2006; Cho et al. 2011). 
Das Fusionsprotein HLA-A2-gBc gleicht in seiner zellulären Verteilung der des HLA-
A2, und lässt sich mittels Immunfluoreszenz nicht in frühendosomalen Vesikeln 
nachweisen (vgl. Abb. 16 und 17). Die für MHC Klasse I Moleküle typische Verteilung 
des HLA-A2-gBc Fusionsproteins lässt darauf schließen, dass die monomere 
zytoplasmatische Domäne des gB nicht ausreicht, um den Transport des 
Fusionsproteins ins frühe Endosom zu gewährleisten. Eine essentielle Rolle der 
Trimerisierung der zytoplasmatischen Domäne für den korrekten Transport wurde 
auch für andere Proteine beschrieben. Beispielsweise ist die Trimerisierung der 
Invarianten Kette und das Vorhandensein zytoplasmatischer Signalmotive in allen drei 
Protomeren für den effizienten Transport des Proteins zum Endosom notwendig 
(Arneson und Miller 1995; Nordeng et al. 2002). 
Bei der Koexpression von gB-GFP und gB-Deletionskonstrukten bilden sich 
Heterotrimere (vgl. Abb. 18), in denen Sequenzen der zytoplasmatischen Domäne nur 
ein- oder zweifach vorhanden sind. Diese Heterotrimere werden in stark vergrößerte, 
frühendosomale Vesikel transportiert, sofern alle Protomere das 849YMAL852 Motiv und 
die ersten 50 Aminosäuren des zytoplasmatischen Teils enthalten (vgl. Abb. 19). 
Heterotrimere aus gB-GFP und gB804-YMAL Konstrukt werden nicht in stark 
vergrößerte Vesikel sortiert, obwohl das YMAL Sequenzmotiv in jedem Protomer 
vorliegt. Das könnte daran liegen, dass sich das YMAL Motiv in gB804-YMAL an einer 
anderen Position befindet, als im wildtyp gB, sodass die ersten 50 Aminosäuren des 
zytoplasmatischen Teils ebenfalls eine Bedeutung für die Sortierung der 
Heterotrimere in stark vergrößerte Vesikel haben könnten. Dieser Bereich bildet 
Loops sowie eine α-helikale Struktur und vermittelt die Trimerisierung der 
zytoplasmatischen Domäne (Ruel et al. 2006; Chowdary und Heldwein 2010). Fehlen 
Di-Leucin (871LL872) oder/und 889YTQV892 Motiv sind Heterotrimere aus gB-GFP und 
gB-Deletionskonstrukten in stark vergrößerten, gB induzierten Vesikeln nachweisbar. 
Ein dreifaches Vorhandensein dieser Motive wird für die Lokalisation in stark 





Eine Aussage über die Rolle der Trimerisierung für die Entstehung vergrößerter 
Vesikel kann nicht getroffen werden, da bei der Koexpression von gB-GFP und 
gB-Deletionskonstrukten gB-GFP Homotrimere gebildet werden, die - unabhängig von 
der möglichen Wirkung der Heterotrimere - vergrößerte Vesikel induzieren. 
Abschließend lässt sich festhalten, dass der Transport von gB in frühe Endosomen 
von der korrekten Faltung und Trimerisierung der zytoplasmatischen Domäne, nicht 
jedoch vom dreifachen Vorhandensein der 889YTQVPN892 oder 871LL872 Sequenz 
abhängig ist. 
4.5 gB beeinflusst die zelluläre Verteilung von 
Proteinen des MHC Klasse II Prozessierungsweges 
Eine HSV-1 Infektion führt zu einer verringerten Oberflächenexpression von MHC I 
und MHC II Molekülen und einer verringerten Bildung SDS-stabiler HLA-DR Moleküle 
(Neumann und Koch 2006). Der luminale Teil von gB enthält einen Sequenzbereich, 
der homolog zu einem Sequenzmotiv der Invarianten Kette ist und in der MHC II 
Peptidbindungsgrube binden kann (Sievers et al. 2002). Nach der Degeneration der 
Invarianten Kette führt gB zu einer veränderten Sortierung der HLA-DR Komplexe. 
Diese finden sich nicht auf der Zelloberfläche, sondern werden effizient in Exosomen 
sortiert (Temme et al. 2010). Die Exsosomensekretion in gB transfizierten Zellen ist 
höher als in unbehandelten Zellen und die Exosomen enthalten größere Mengen an 
MHC II (Temme et al. 2010). 
In stabilen Mel Juso gB-GFP Zellen kolokalisieren MHC Klasse II Proteine in leicht 
und stark vergrößerten gB positiven Vesikeln (vgl. Abb. 21). Dabei ist der Grad der 
Kolokalisation, der sich durch den Mander-Koeffizienten berechnen lässt, für das 
gesamte MHC II höher, als für Peptid beladenes MHC II (pMHC II) (MHC II: 
M1 = 0,43 ± 0,06; pMHC II: M1 = 0,26 ± 0,02). Da der Grad der Kolokalisation ein 
relativer Wert ist, ist der mit gB kolokalisierende Anteil von pMHC II niedriger als der 
mit gB kolokalisierende Anteil von MHC II, welches noch an die Invariante Kette 
gebunden ist. Auch nach Infektion mit HSV-1 gibt eine es eine deutliche 
Kolokalisation von gB mit HLA-DR in vesikulären Strukturen (Abb. 23), die Ergebnisse 
sind also prinzipiell auf das virale System übertragbar. 
Wie MHC II kolokalisiert auch die Invariante Kette in Mel Juso gB-GFP Zellen mit 
gB-GFP (vgl. Abb. 21), wobei etwas mehr als die Hälfe der exprimierten Invarianten 
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Kette eine Kolokalisation mit gB zeigt (M1 = 0,56 ± 0,08). Dabei führt gB sowohl für 
MHC II, als auch für Ii zu einer verstärkten Akkumulation in EEA1 positiven Vesikeln 
(vgl. Abb. 22A). gB beeinflusst also sowohl die frühendosomale Lokalisation von 
MHC II nach dem proteolytischen Abbau der Invarianten Kette, als auch die der 
MHC II / Ii Komplexe. Das ist insofern bemerkenswert, als dass eine direkte 
Interaktion von gB mit MHC II n nach dem proteolytischen Abbau von Ii stattfindet und 
gB und Ii nicht direkt miteinander interagieren (Neumann et al. 2003; Temme et al. 
2010). Die Beeinflussung der Lokalisation von MHC II / Ii Komplexen durch gB erfolgt 
somit wahrscheinlich indirekt. Der Einfluss von gB auf die frühendosomale 
Vesikelfusion könnte dabei eine Rolle spielen und damit einen generellen Effekt 
sowohl auf MHC II / Ii Komplexe, als auch auf pMHC II haben. Ergebnisse für die 
Untersuchung der Auswirkungen von Ii auf den frühendosomalen Transport zeigten, 
dass Ii durch seine Wirkung auf die Morphologie und Reifung früher Endosomen nicht 
nur den Transport von MHC II / Ii Komplexen, sondern auch den von pMHC II 
beeinflusst (Landsverk et al. 2011). 
Eine Dreifachfärbung von gB-mCherry, HLA-DR und Ii zeigt, dass HLA-DR stärker in 
kleinen gB-mCherry positiven als in stark vergrößerten gB-mCherry positiven Vesikeln 
kolokalisiert (vgl. Abb. 23). Dabei handelt es sich um EEA1-negative Vesikel (vgl. 
Abb. 22A). Da gB und HLA-DR auch in CD63 positiven Vesikeln kolokalisieren 
(Temme et al. 2010), handelt es sich wahrscheinlich um spätendosomale 
Kompartimente. 
Die Intensität der Ii Expression ist in kleinen und großen gB-mCherry induzierten 
Vesikeln gleich groß (vgl. Abb. 23). Dieser Effekt könnte experimenteller Natur sein: 
Dadurch, dass die Invariante Kette im späten Endosom abgebaut wird und somit nicht 
mehr in der Immunfluoreszenz nachweisbar ist, könnte prozentual gesehen, ein 
höherer Anteil des angefärbten Ii in frühen Endosomen lokalisiert sein, als es bei 
MHC II der Fall ist. 
Eine andere Erklärung wäre, dass die Auswirkung auf die Verteilung von Ii 
unabhängig von der Bildung von MHC II / Ii Komplexen ist. Dafür spricht, ein größerer 
Anteil der Invarianten Kette mit gB kolokalisiert, als es bei MHC II der Fall ist (vgl. 
Abb. 21; M1 = 0,56 ± 0,08). Außerdem interagiert gB zwar direkt mit HLA-DR und 
HLA-DM, aber nicht mit Ii (Neumann et al. 2003; Temme et al. 2010), weshalb eine 
Manipulation des endosomalen Transports von Ii (oder des Ii / MHC II-Komplexes), 





Ein hypothetisches Modell für die Manipulation des MHC Klasse II 
Prozessierungsweges durch gB wäre, dass gB einen doppelten Einfluss auf den MHC 
Klasse II Prozessierungsweg hat: Zum einem die bereits durch Temme et al. 2010 
beschriebene Bildung von Sortierung von MHC II in Exosomen und zum anderen die 
Verzögerung des Transports von MHC II / Ii Komplexen aus dem frühen Endosom 
durch einen indirekten Effekt, die möglicherweise mit einer erhöhten Fusion 
frühendosomaler Vesikel zusammenhängt und wiederum zu einer verzögerten 




Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSV-1) ist ein weit verbreitetes humanpathogenes Virus. 
Nach einer Infektion kommt es durch Immunevasionsstrategien zu einer lebenslangen 
Persistenz des Virus im Wirtsorganismus. Das HSV-1 Glykoprotein B (gB) spielt eine 
Rolle bei der Verschmelzung der Virushülle mit der Wirtszellmembran. Im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung zytoplasmatischer Signalmotive bei der 
Sortierung von gB in endosomale Vesikel untersucht. gB findet sich zum einen in 
leicht vergrößerten Vesikeln spätendosomalen Ursprungs und zum anderen in 
Vesikeln frühendosomalen Ursprungs. Die frühendosomalen Vesikel zeigen eine 
deutliche Vergrößerung, die von der Bildung von Phosphatidylinositol-3-Phosphat 
abhängig ist und sich durch den PI3-Kinaseinhibitor Wortmannin hemmen lässt. Für 
den endosomalen Transport des gB spielen die Signalmotive der zytoplasmatischen 
Domäne eine wichtige Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass das Tyrosin-basierte 
Motiv 849YMAL852 den Export aus dem ER ermöglicht und ausreichend für den 
Transport von gB in späte Endosomen und in Exosomen ist. Der Sequenzbereich 
889YTQVPN894, der das Tyrosin-basierte Motiv YTQV, enthält ist für die Akkumulation 
von gB im frühen Endosom und für die erhöhte Fusion frühendosomaler Vesikel 
verantwortlich. Für die Akkumulation von gB in frühendosomalen, vergrößerten 
Vesikel sind darüber hinaus die Trimerisierung der zytoplasmatischen Domäne 
wichtig. Der Transport von gB in frühe Endosomen nach Internalisierung erfolgt auch 
in Abwesenheit des 889YTQVPN894 Sequenzbereichs, wobei es zu keiner 
Vergrößerung des Kompartiments kommt. In gB exprimierenden Mel JuSo Zellen 
zeigen HLA-DR und Invariante Kette eine deutliche Kolokalisation mit gB. Diese 
Kolokalisation konnte in gB induzierten Vesikeln frühendosomalen Ursprungs 
nachgewiesen werden, während in untransfizierten Zellen keine nennenswerte 
Kolokalisation von HLA-DR oder Invarianter Kette mit dem frühendosomalen Marker 
EEA1 zu finden ist. In HSV-1 infizierten Zellen kommt es, wie bei einer gB 
Transfektion, sowohl zu einer Kolokalisation von gB mit früh- und spätendosomalen 
Markern, als auch zu einer Kolokalisation mit HLA-DR. Die Akkumulation von gB in 
frühen Endosomen hat einen Einfluss auf die Lokalisation von MHC II und Invarianter 
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